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Abkürzungsverzeichnis 
 
λ       Wellenlänge   
θ       Winkel an einem Kristall   
ϕ      Elektronendichte 
δ      Untereinheit des Calmodulin 
ΔC      Wärmedifferenz 
ΔH      Enthalpie (Energiedifferenz) 
ΔS      Entropie 
“O” – Programm  “O” – Programm zur Visualisierung der 
Elektronendichte 
1CMK, 1CTP, 1CDK  pdb-Eintrag der cAMP-abhängige Proteinkinase mit 
unterschiedlichen Inhibitoren 
1XQZ      Kokomplexes PIM-1 mit ATP.  
1XR1      Kokomplex mit dem Inhibitor AMP-PNP.  
1XWS, 2BIL, 2BIK pdb-Datenbankeintrag des Komplexkristalls PIM-1 mit 
dem Inhibitor Bisindolyl Maleimide 
1YHS      Komplex mit Staurosporin 
1YI3       Komplex mit Ly294002 
1YI4      Komplex mit Adenosin 
2BIK pdb-Dateneintrag der PIM-1 als monophosphorylierter 
Kinase in Komplex mit dem Inhibitor Bisindolyl 
Maleimide 
2BIL K Kokristall mit dem Inhibitor Bisindolyl Maleimide und 
Konsensuspeptid ARKRRRHPS*GPPTA 
2D      2-dimensional 
AMP-PNP     Phosphoaminophosphonic Acid-Adenylate Ester 
Asn      Asparagin  
Asp      Asparaginsäure 
ASS      Acetylsalicylsäure  
ATP      Adenosintriphosphat 
BIM-1   2-[1-(3-Dimethylaminopropyl-)1H-indol-3-YL]-3-
(1H-indol-3-yl)maleimide 
bcr-abl, c-abl Inhibitoren von abl, hierzu zählen Imatinib Mesylate 
(Gleevec™) und 2-Phenylamino Pyrimidine-
Verbindungen 
C      Cystein 
CaCl2      Calciumchlorid 
CAMKII  = CaM-Kinasen    Ca2+ / Calmodulin-abhängigen  
cAPK      cyclicAMP-abhängige Proteinkinase 
CCD      „Charge Coupled“ Detektor 
CDK2      „Cyclin-dependent“ Kinase 2 
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CHAPS  3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propanesulfonate     
CHK-1     „Check Point“ Kinase-1 
Cib      Ca(2+)- und Integrin-bindenden Protein 
CIP      „Calf intestinal Phosphatase“ 
CuKα       Kupfer-Kalpha-Strahlung 
D       Asparaginsäure 
DESY      Deutsches Elektronensynchrotron 
DSC      “Differential scanning calorimetry” 
DTT      Dithiothreitol 
E. coli       Escherichia coli 
EDTA      Ethylenediaminetetraacetic Acid 
Entropie ΔS1→2     Phasenübergang 
ESI      Elektrospray-Ionisierung 
F      Fourier 
F0       beobachteter Strukturfaktor 
FC       berechneter Strukturfaktor 
FeCl3       Eisenchlorid 
FPLC       „Fast Flow Liquid Chromatography“ 
G       Glycine 
Ga2(SO4)3     Galliumsulfat 
GF      Gelfiltration 
Gln      Glutamin 
Glu      Glutaminsäure 
GST      Glutathion-S-Transferase 
h, k, l      Millersche Indices 
Hepes N- [2-hydroxyethyl]-piperazine-N20- [2-
ethansulphonic acid] 
I       Intensität 
Ile      Isoleucin 
IPG IP-Gelstreifen = Isoelektrischer Punkt-Gelstreifen  
IPTG       Isopropylthiogalactopyranoside 
K      Kalium 
K      Lysin 
KA      Assoziationskonstante  
L       Titrand 
L      Leucin 
LTD      „long-term depression“ 
LTP      „long-term potentiation“ 
LY294002     Phosphatidylinositol 3-Kinaseinhibitor 
M      Titrant 
m/z       Masse pro Ladungs-Zahl 
MAD      „Multiwave anomalous dispersion“ 
Abkürzungsverzeichnis  
 
6  
MAPK      „Mitogen-activated“ Proteinkinase 
MES      2- [N-morpholino]-ethanesulphonic acid 
Met      Methionin 
Mg2+       Magnesium 
MgCl2      Magnesiumchlorid 
MgSO4     Magnesiumsulfat 
Mn2+      Mangan 
mRNA mitochondriale RNA = mitochondriale 
Ribosenukleinsäure 
N      Stickstoff 
Na      Natrium 
NaCl      Natriumchlorid  
NaHCO3      Natriumhydrogenkarbonat 
Ni      Nickel 
Ni-NTA     Nickel-Nitrilo-tri-Acetat 
N-ITC      Nano-“Isothermal Titration Calorimetry” 
O      Sauerstoff 
OD600nm      optischen Dichte  
PhK      Phosphorylasekinase 
pI      isoelektrischer Punkt 
PKA      Phosphorylasekinase A 
PKC      Phosphorylasekinase C 
PP2A      Proteinphosphatase 2A 
Pro      Prolin 
PTK      Proteintyrosinkinase 
R      Arginin 
R      Gaskonstante 
RMSD      „Root Mean Standard Deviation“ 
RT      Raumtemperatur 
RTKs      Rezeptortyrosinkinasen 
S      Serin  
SDS      Sodium Dodecylsulfat 
SOCS-1     „Suppressor of Cytokine signaling protein 1“ 
SPA      Scintillation Proximity Assay 
T      Temperatur 
Thr      Threonin 
TOF-Analysator    „Time of Flight“ Massenanalysator 
Tris      Tris-[hydroxymethyl]-aminoethane 
NaOH       Natriumhydroxid 
V      Val = Valin 
Y      Tyrosin 
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Zusammenfassung 
 
Im Leitprojekt Schmerz der Grünenthal entdeckte man die PIM-1 in höherer Quantität in 
hippokampalen Geweben von Organismen, die unter der Krankheit „chronic pain“ litten. Bei dem 
Protein PIM-1 handelt es sich um eine Serin-/Threoninkinase, die der Enzymgruppe CaM-Kinasen 
(Ca2+/Calmodulin-abhängigen Proteinkinasen) angehört. Schmerz ist in der heutigen Zivilisation 
eine verbreitete Krankheit, die nach neuen Medikamenten mit geringeren Nebenwirkungen und 
besserer Wirksamkeit fragt. Pharmazeutische Unternehmen, die an der Drugentwicklung gegen 
„chronic pain“ interessiert sind, unterstützten die Strukturanalyse der PIM-1 [Braun et al., 1995].  
 
Die PIM-1-Kinase wurde zuerst in Moloney Murine Leukemia Virus induzierten T-Zell 
Lymphomas identifiziert. Das Expressionsmuster der PIM-1 ist vielfältig und das Protein ist 
überexprimiert in einer Reihe von Tumoren, die höchste Expressionsmenge zeigte die PIM-1 in 
hämatopoietischen Blutzellen und Keimzellinien. PIM-1 wird induziert durch Zytokinine wie 
Interleukine und GM-CSF durch den Jak/STAT Weg durch Stabilisierung des negativen Regulators 
Socs-1. Weiter zeigten neue Daten, daß PIM-1 verbunden ist mit der Kontrolle des Zellzyklus und 
Apoptose.  
 
Mit massenspektrometrischen Analysen konnten die drei Peaks, erhalten durch Erniedrigen des 
NaCl-Gradienten von zwei auf 0,8%/cv bei der Aufreinigung mit Anionenaustauscher, nach 
verschiedenen Phosphorylierungsstadien der PIM-1 unterschieden werden. Der erste Peak zeigt eine 
dreifache Phosphorylierung, der zweite eine vierfache und der dritte Peak eine sechsfache 
Phosphorylierung. Nach tryptischem Verdau kann aus den Ergebnissen, dargestellt in Abbildung 23 
mittels ESI/MS/MS induktiv geschlossen werden, dass es sich bei den ersten beiden 
Phosphorylierungsstellen um das Ser8 und das Ser260, bei der dritten um das Ser4, der vierten um 
das Thr23, der fünften und sechsten um das Ser51 und das Ser97 handelt. Durch das Auftreten von 
variabler Phosphorylierung bestimmter Aminosäuren treten Inhomogenitäten nach dem Argument 
der Aufreinigung von Proteinen nach posttranslationalen Modifikationen, hier 
Phosphorylierungsgrad, auf [Breitenlechner et al., 2004]. Dadurch entstehen die verschiedenen und 
heterogenen Peaks in der Aufreinigung mittels der Anionenaustauscher, siehe Abbildung 18A. 
Keine der nachgewiesenen Phosphorylierungen befanden sich im Activation Segment zwischen dem 
DFG- und APE-Motiv der Serin- / Threoninkinasen.  
 
Viele Kinasen werden durch Phosphorylierung in der variablen Schleife reguliert [Szczepanowska 
et al., 1998]. Diese durch Phosphorylierung aktivierten Kinasen stehen Kinasen gegenüber, die 
konstitutiv aktiv sind, d.h. für ihre Aktivierung ist ihre Phosphorylierung nicht notwendig. Hierzu 
zählt die Phkγ [Owen et al., 1995]. Die Kinaseassays, durchgeführt durch die Grünenthal GmbH 
zeigen in allen 3 Peaks der PIM-1 ähnliche Kinaseaktivitäten. Es konnten keine Unterschiede in der 
PIM-1-Aktivität auf Grund unterschiedlicher Phosphorylierungsformen festgestellt werden. Somit 
wird vermutet, dass die Aktivität der PIM-1 über einen anderen Regulationsmechanismus 
kontrolliert wird.  
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Vermutlich wird die PIM-1, wie in vielen Regulationsmechanismen bekannt, über einige Faktoren 
reguliert: Elektrostatisch über die Calciumkonzentration, über die Expression und Translation des 
Gens pim-1, über die konstitutive Aktivität der Kinase, verursacht durch intramolekulare 
Wechselwirkungen in der strukturellen Konformation, sowie über Abbaumechanismen der Enzyme 
über das Proteasom. Die Menge seiner Expression und folglich seine Kapazität, das Zielprotein in 
dendritischen und nukleären Kompartimenten zu phosphorylieren, ist ein bestimmender Faktor für 
die Etablierung lang anhaltender Veränderungen in der synaptischen Übertragungsstärke. Dies 
unterscheidet die PIM-1 von allen anderen Kinasen, sie ist Voraussetzung für die LTP, sie ist eine 
im Zellkern und Dendriten lokalisierte Proteinkinase [Uwe Konietzko, G. Kauselmann et al., 1999]. 
Diese wird reguliert durch die Aktivierung verschiedener intrazellulärer Kinasekaskaden, die die 
Phosphorylierung von Schlüßelmembranrezeptoren und weiteren Kaskaden bewirken, die zu einer 
erhöhten synaptischen Effektivität führen [Ji et al., 2001].  
 
Die meisten Kinaseinhibitoren sind gegen die konservierte ATP-Bindungsstelle gerichtet, weil das 
grundlegende Muster dieser Stelle in allen eukaryotischen Proteinkinasen konserviert ist. Die 
hochkonservierte Natur der ATP-Bindungsstelle macht sie zur zentralen Bedeutung für die rationale 
Wirkstoffentwicklung [Cherry et al., 2004]. Verbindungen wie Adenosin, ATP, ANP u.a. werden in 
ähnlicher Weise an Proteinkinasen gebunden [De Moliner et al., 2003]. Die Apo-Pim- und die 
Kokristallstrukturen der PIM-1 zeigen zwar konformationelle Veränderungen, sie sind jedoch nicht 
so deutlich gezeigt wie in Kinasen, die durch ihre Phosphorylierung aktiviert werden, siehe auch 
cAMP-abhängige Proteinkinasen 1CMK, 1CTP, 1CDK. Hier ist eine sehr viel deutlichere Öffnung 
der glycinreichen Schleife im Vergleich zur konstitut aktiven PIM-1 zu erkennen.  
 
Interessant ist, die Wirkungen weiterer Liganden zu prüfen, insbesondere die mittels Magneto beads 
gefischten Bindepartner PSF, NCL, Hsp90, Hsp70, p54nrb, turbulin alpha-1 Beta 5-tubulin, MBP-
1, eEF1A1, Mutant beta-actin, Actin alpha 2. Mit diesen Bindepartnern können konformationelle 
Veränderungen der C-Helix (Reste 56-61) und der G-Helix (Reste 231-235 und 250-255) gezeigt 
werden [Lowe et al., 1997]. 
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I. Einleitung 
Im Leitprojekt Schmerz der Grünenthal GmbH entdeckte man die PIM-1 in höherer Quantität in 
hippokampalen Geweben von Organismen, die unter der Krankheit „chronic pain“ litten. Bei dem 
Protein PIM-1 handelt es sich um eine Serin-/Threoninkinase, die der Enzymgruppe Ca-Kinasen 
(Ca2+/Calmodulin-abhängigen Proteinkinasen) angehört [Hudmon et al., 2002] und 
pharmazeutische Unternehmen für die Behandlung von „chronic pain“ interessiert wurden, die 
PIM-1 strukturanalytisch zu untersuchen. 
 
I.1 Methoden der Wirkstoffentwicklung 
Das Herzstück eines jeden Medikaments ist ein Wirkstoff. Dieser besteht letztlich aus chemischen 
Molekülen. Dabei sind die so genannten Biopharmaka (bio- und gentechnisch hergestellten 
Wirkstoffe) besonders zukunftsträchtig. Dabei handelt es sich um von der Natur abgewandelte 
Genprodukte, die hinsichtlich ihrer Funktion verbessert wurden.  
I.1.1 Molekül-/Substanzbibliothek 
Die chemische Genomik bedient sich wirkstoffartiger Moleküle als modulierender Liganden für 
zellbiologische Untersuchungen, um z. B. die Funktion bestimmter Gen-Produkte aufzuklären. 
Während solche „Sondermoleküle“ lange Zeit aufgrund zufälliger Entdeckungen und 
Beobachtungen aufgefunden wurden, erlauben Methoden der kombinatorischen Chemie durch 
Fortschritte in der Automatisierung und Parallelisierung von chemischer Synthese sowie 
Hochdurchsatzverfahren der biologischen Analyse die systematische Suche nach 
Wirkstoffmolekülen.  
 
I.1.2 Drugdesign/Proteinkristallisation 
Wirkstoffe von Medikamenten binden im Körper in der Regel an sogenannte Drug-Target-Proteine. 
Ihre Bindung muss dabei sehr spezifisch erfolgen, analog der Funktion eines Schlüssels in einem 
Schloss. In Analogie kann die Kenntnis der dreidimensionalen Struktur eines Drug-Target-Proteins 
sehr hilfreich für das Auffinden oder Optimieren von Substanzen sein, die gegen dieses Target 
wirksam sind. Das "Drug Development" bietet das Potenzial, den zeit- und kostenintensiven 
Prozess der Wirkstoffentwicklung zu beschleunigen, um Informationen über konformationelle 
Wechselwirkungen von Molekülen zu erhalten. Auch werden heute zunehmend Rechner basierte 
Methoden zur Vorhersage von physiko-chemischen Eigenschaften von Molekülen eingesetzt. 
Insbesondere während der Suche nach neuen Leitstrukturen in der pharmazeutischen Forschung 
werden Computerverfahren intensiv zur Vorhersage von Bioaktivität genutzt [Rarey et al., 2004]. In 
dieser Arbeit soll die Grundlage für das „Drugdesign“ für die Serin-/Threoninkinase PIM-1 gelegt 
werden, die im BMBF-Leitprojekt „Molekulare Schmerzforschung“ der Grünenthal GmbH als 
schmerzrelevantes Target identifiziert wurde. Hierzu werden zunächst die elementaren Bausteine 
des Schmerzes, die Reizleitung, zusammengesetzt aus den einzelnen Nerven, erklärt. 
I. Einleitung  
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I.2 Reizleitung 
I.2.1 Nerven 
Die wichtigsten Bausteine dieses Systems sind die Nerven. Weil die Nerven eine grosse Vielfalt 
von Reizen in ein elektrisches Signal umwandeln, lassen sich verschiedenste Botschaften 
übertragen [Soderling et al., 1999]. Sie können Informationen aufnehmen, weiterleiten und 
speichern. Im unerregten Zustand besitzen die Axone (= Nervenfaser, Neurit) ein Membranpotential 
von ca. -90 mV, das durch Anlegen einer Spannung verändert wird. Eine Erniedrigung des 
Membranpotentials unter den Ruhewert (z.B. von -90 auf -50 mV) wird als Depolarisation 
bezeichnet.  
 
I.2.2 Synapse /Ca2+-Ionen 
Die Enden eines Axons sind oft sackartig erweitert, die sich an den Zellkörper oder die Dendriten 
eines anderen Neurons oder auch an eine Muskelfaser anlegen. Es entsteht eine Synapse. Zwischen 
dem Endknopf eines Axons und der Membran der folgenden Nerven- oder Muskelzelle ist ein 
schmaler Spalt (synaptischer Spalt). Man unterscheidet an einer Synapse den präsynaptischen Teil 
(dieser liegt vor dem Spalt) und den postsynaptischen Teil (dieser liegt nach dem Spalt). Das 
Axonende enthält viele synaptische Bläschen, die Acetylcholin enthalten. In der Membran des 
Axonendknopfes gibt es spannungsgesteuerte Calciumporen. In Ruhe sind diese geschloßen und das 
Zellinnere ist relativ arm an Ca2+-Ionen. Erreicht ein Aktionspotential den Endknopf, öffnen sich 
die Calciumporen kurzzeitig und die Ca2+-Ionen können in das Zellinnere strömen. Der kurzzeitige 
Anstieg der Ca2+-Ionen-Konzentration bewirkt, dass ein Teil der synaptischen Bläschen mit der 
Zellmembran verschmilzt, ihr Inhalt (Acetylcholin) wird dadurch in den synaptischen Spalt entleert.  
 
I.2.3 Acetylcholin 
Das aus den synaptischen Bläschen freigesetzte Acetylcholin diffundiert in etwa 0,1 ms über den 
Spalt. Man bezeichnet Acetylcholin als den Überträgerstoff (Transmitter). Acetylcholinmoleküle 
bewegen sich im synaptischen Spalt gleich Pingpongbällen und können mehrere Ionenporen 
hintereinander öffnen. Erreicht das Endplattenpotential den Schwellenwert, so löst es z. B. in der 
Umgebung der motorischen Endplatte ein normales Aktionspotential aus. Dieses breitet sich über 
die Muskelfaser aus und veranlaßt sie zur Kontraktion. Als Überträgerstoffe findet man neben 
Acetylcholin auch Noradrenalin, Dopamin, Serotonin usw. [Linder et al., 1983]. Werden Nerven 
ständig gereizt, so kann es zur Erschöpfung dieser Stoffe kommen und das Nervensystem kann 
nicht mehr richtig arbeiten. Die Bildung der Transmitter ist beeinflussbar, einerseits durch 
Medikamente, Schmerzmittel, Psychopharmaka, andererseits durch Impulse vom Gehirn. Dadurch 
können Signale wie die Schmerzsignale moduliert werden. 
 
I.2.4 Nervensystem 
In den vergangenen Jahren wurden große Fortschritte bei der Aufklärung der neurobiologischen 
Mechanismen der Langzeitveränderungen im Nervensystem erreicht. Bei starkem Gebrauch der 
Synapsen, z.B. bei starken oder anhaltenden Schmerzreizen, kann die synaptische 
Übertragungsstärke lang anhaltend gesteigert werden. Lang anhaltende Veränderungen der 
Signalübertragung zwischen Nervenzellen (synaptische Übertragung), Sensibilisierung von 
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Nervenzellen und Umstrukturierung von neuronalen Verschaltungen im zentralen Nervensystem, 
insbesondere im Rückenmark, können zur Verstärkung und Chronifizierung von Schmerzen 
beitragen. Hier spricht man von funktioneller Plastizität [Sandkühler et al., 1997; Gobel et al., 
1979; Light et al., 1979; Woolf et al., 1988; Melzack et al., 1965; Le Bars et al., 1979; Pomeranz et 
al., 1988; Wagman et al., 1969; Pomeranz et al., 1988; Chung et al., 1983; 1984; Handwerker et al., 
1975; Woolf et al., 1982; Urban et al., 1978]. Dauerhaft auftretende Schmerzen beschreibt man als 
chronischen Schmerz. Chronische Rücken- oder Tumorschmerzen haben keine warnende oder 
schützende Funktion, sondern stellen ein eigenes Krankheitsbild dar.  
 
I.2.5 Long term potentiation 
I.2.5.1 Regulation über Expression und Translation 
Untersuchungen haben gezeigt, dass in Tieren und anderen zellulären Modellen der synaptischen 
Plastizität, lang anhaltende Veränderungen in der synaptischen Übertragungsstärke sich auf der 
Ebene der Gentranskription und -translation niederschlagen. Dabei wurde u. a. die PIM-1 
identifiziert, eine Serin-/Threoninkinase, die oft zusammen mit der PIM-2 und PIM-3 auftritt. Im 
Hippokampus wird ihre Expression durch Reize hervorgerufen, sodass eine langanhaltende 
Potenzierung (long-term potentiation/LTP) induziert wird. Long-term potentiation (LTP) 
[Konietzko et al., 1995; Bliss et al., 1993] und long-term depression (LTD) [Sandkühler et al., 
1997; Dudek et al., 1992; Mulkey et al., 1993; Neveu et al., 1996] der synaptischen 
Übertragungsstärke wurden im Hippokampus und anderen Gehirnbereichen genau untersucht 
[Linden et al., 1994]. Es wurde gezeigt, dass beide Phänomene in Verbindung mit erhöhten, 
zytosolischen Ca2+-Konzentrationen in postsynaptischen Neuronen auftreten [Sandkühler et al., 
1997; Malenka et al., 1988, 1992; Hartell et al., 1996; Lisman et al., 1989; Singer et al., 1995] und 
abhängig sind vom Grad der postsynaptischen Depolarisierung [Sandkühler et al., 1997; Artola et 
al., 1990; Randic et al., 1993]. Transgene Mäuse, die keine PIM-1 mehr exprimieren können, 
zeigen normale synaptische Transmission und eine kurzzeitig veränderte synaptische 
Übertragungsstärke. Obwohl PIM-2 und PIM-3 weiterhin im Hippokampus der Mäuse exprimiert 
wurden, konnte ohne PIM-1 keine LTP mehr hervorgerufen werden. 
 
I.2.5.2 Regulation über biochemische Aktivität 
Die Expressionsrate und folglich seine Kapazität, relevante Zielproteine in dendritischen und/oder 
nukleären Kompartimenten zu phosphorylieren, ist somit ein bestimmender Faktor für die 
Etablierung lang anhaltender Veränderungen in der synaptischen Übertragungsstärke. Dies 
unterscheidet die PIM-1 von allen anderen Kinasen, sie ist Voraussetzung für die LTP, sie ist eine 
im Zellkern und Dendriten lokalisierte Proteinkinase [Konietzko et al., 1999]. 
 
I.3 Spezifität von Kinasen 
Kinasen, Phosphatasen und ihre Substrate bilden ein komplexes, sich selbst regulierendes und 
stabilisierendes Netzwerk. Sie werden in Neuronen z. B. durch die Aktivierung verschiedener 
intrazellulärer Kinasekaskaden reguliert, die u. a. Schlüßelmembranrezeptoren phosphorylieren und 
dadurch zu einer erhöhten synaptischen Effektivität führen [Ji et al., 2001]. Allgemein werden über 
Rezeptoren intrazelluläre und extrazelluläre Signale, wie Konzentration von intrazellulären und 
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extrazellulären Botenstoffen/Hormonen, Licht, Temperatur, osmotischer Druck, Metaboliten, 
ATP/AMP verarbeitet, deren Informationsgehalt integriert und in komplexe Antworten umgesetzt. 
So stehen einzelne Zellen und Zellenverbunde miteinander in Kontakt. Zur Signaltransduktion 
gehören die Eiweiß-/Enzymproduktion, die zu Zellformänderung, -wanderung, -teilung und zum 
Zell-Tod führen. Ein Signal, z. B. ein ausgesandtes Zytokin wird über einen Rezeptor einer Zelle 
erkannt und gebunden. Die Information über gebundene Zytokine wird von aussen in das Zellinnere 
weitergeleitet. Die Signalübertragung kann über andere Faktoren moduliert, beispielsweise 
verstärkt, werden. Dieses Signal kann an verschiedene Adressaten weitergeleitet werden, indem es 
in die Regulation des Stoffwechsels und der Regulation der Genexpression eingreift. Von ungefähr 
25.000 Genen des menschlichen Genoms kodieren etwa 520 Gene für Proteinkinasen (2%). Von 
diesen 520 Kinasen kodieren 90 (17%) für Proteintyrosinkinasen (PTKs) und bei diesen 90 PTKs 
handelt es sich um 58 Rezeptortyrosinkinasen (RTKs). Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) 
transferieren das γ-Phosphat des ATP zur Hydroxylgruppe eines Tyrosinrestes des Substrates. Die 
Tyrosinphosphorylierung von Proteinen ist selten, man schätzt sie auf ungefähr 0,1%. Sie sind oft 
an Wachstums- und Differenzierungsvorgängen beteiligt. Die Serin- und Threoninphosphorylierung 
von Proteinen ist jedoch sehr verbreitet und wird auf ungefähr 30% geschätzt. Von der Serin-
/Threoninkinase PIM-1 wurde gezeigt, dass sie Voraussetzung für die long-term potentiation (LTP) 
ist und somit in den Signalmechanismus Schmerz miteinbezogen ist. 
 
I.3.1 Schutzmechanismus des Körpers 
Bei Streß werden Schmerzen verspätet oder vermindert bemerkt. Grund hierfür ist die Bildung von 
Endorphinen, die als körpereigene Substanzen an die Opioid-Rezeptoren binden und die 
Schmerzempfindung beeinflußen. Opioidrezeptoren sind natürlicherweise im Körper vorhanden. 
Ihre Entdeckung und Benennung erfolgte im Zusammenhang mit der Erforschung des 
Wirkungsmechanismus von Opium. Wegen der Nebenwirkungen ist die pharmazeutrische Industrie 
interessiert, neue Wirkungsmechanismen zu erforschen, die Dauerschmerzen aufheben oder 
reduzieren können. Hierbei könnte die PIM-1, eine zentrale Rolle spielen und als Target für die 
Bekämpfung des chronischen Schmerzes fungieren. 
 
I.4 Pathogene Wechselwirkungen der PIM-1 
Schmerz ist in der heutigen Zivilisation eine verbreitete Krankheit, die nach neuen Medikamenten 
mit geringeren Nebenwirkungen und einer gesteigerten Wirksamkeit verlangt. PIM-1 wurde initial 
als eine onkogen-kodierte Serin-/Threoninkinase beschrieben, die zuerst in Moloney Murine 
Leukemia Virus induzierten T-Zell Lymphomas identifiziert wurde und ist vermutlich 
mitverantwortlich für zelluläre Funktionen wie Vermehrung, Schutzmechanismen der Zelle, 
Zelldifferenzierung, Apoptose und Tumorgenese [Wang et al., 2002]. Die Expressionsmuster der 
PIM-1 sind weitverbreitet und das Protein liegt in einer Vielzahl von Tumoren überexprimiert vor 
[Maita et al., 2000]. Die höchsten Expressionsmengen liegen jedoch in Zellen hämatopoietischer 
und lymphoider Systeme vor [Palaty et al., 1997]. Amson et al. (1989) beobachteten auch eine 
Überexpression in 30% der myeloiden und lymphoiden akuten Leukemia.  
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I.5 Der Aufbau einer Kinase 
Die Proteinphosphorylierung ist ein weit verbreiteter Regulationsmechanismus in eukaryotischen 
Zellen. Die Phosphorylierung durch Kinasen spielt eine zentrale Rolle in der Kontrolle der 
Zellfunktion, Zellwachstum und Zelldifferenzierung. Proteinkinasen katalysieren 
Phosphortransferreaktionen von ATP an Serin-, Threonin- oder Tyrosinresten in Targetsubstraten 
und sind verantwortlich für die Kontrolle zellulärer Signalprozeße [Johnson et al., 1998]. Auf 
Grund dieser zentralen Funktion stellen die eukaryotischen Proteinkinasen eine der größten 
Unterfamilien der Proteine dar. Proteinkinasen sind Enzyme, die den Transfer der γ-Phosphor-
Gruppe des ATP zum Sauerstoffatom der Hydroxylgruppe der Serin-, Threonin- und Tyrosinreste 
in Peptiden und Polypeptiden katalysieren [Hanks et al., 1995; Hunter et al., 1991]. Eine 
Proteinkinase, die die Tyrosinreste an seinen Substraten phosphoryliert, nennt man Proteintyrosin, 
ATP-Phosphotransferase oder gängiger Tyrosinkinase. Mittlerweile sind von 12 Proteinkinasen 
Kristallstrukturen  bekannt. Hierbei handelt es sich um Kinasestrukturen im aktivierten oder 
inaktivierten Stadium in ternären Komplexen mit ATP (oder Analogon) oder in Komplex mit 
Inhibitoren oder Peptidsubstraten (z.B. cAMP-abhängigen Proteinkinase) [Johnson et al., 1998]. 
 
Die Kinasen bestehen aus zwei Domänen, der sogenannten N-terminalen und C-terminalen 
Domäne. Diese zwei Domänen sind über ein Verbindungsstück, das die Funktion eines Gelenkes 
oder Scharniers hat (hinge-Region) miteinander verbunden. Kennzeichnend für Kinasen sind auch 
die konservierten funktionellen Einheiten wie der Aktivierungsabschnitt (Activation Segment), die 
katalytische Schleife und die glycinreiche Schleife. Diese Schleifen stellen wichtige funktionelle 
Einheiten der Tertiärstruktur von Proteinkinasen dar. Im Folgenden wird die Sequenz mehrerer 
Kinasen miteinander verglichen. 
 
    αX1     αX2   ß1           ß2   ß3    ∝XH3  ßH1ßH2      
sp|P11309|PIM1_HUMAN  1    .......MLL SKINSLAHLR AAPCNDLHAT K.LAPGK.EK EPLESQYQVG PLLGSGGFGS VYSGIRVSDN LPVAIKHVEK ......DRIS DWGELPNGTR 
sp|Q86V86|PIM3_HUMAN  1    .......MLL SKFGSLAHLC GPGGVDHLPV KILQPAKADK ESFEKAYQVG AVLGSGGFGT VYAGSRIADG LPVAVKHVVK ......ERVT EWGSL.GGAT 
1PHK__                1    ..TRDAALPG SHSTH..... .......... .......... .GFYENYEPK EILGRGVSSV VRRCIHKPTC KEYAVKIIDV TGGGSFSAEE VQELREATLK 
1CDK_A                1    .GNAAAAKKG SEQESVKEFL AKAKEDFLKK W.ENPAQ.NT .AHLDQFERI KTLGTGSFGR VMLVKHKETG NHFAMKILDK ......QKVV KLKQIEHTLN 
1CMK_E                1    XGNAAAAKKG SEQESVKEFL AKAKEDFLKK W.ENPAQ.NT .AHLDQFERI KTLGTGSFGR VMLVKHKETG NHFAMKILDK ......QKVV KLKQIEHTLN 
1CTP_E                1    .GNAAAAKKG SEQESVKEFL AKAKEDFLKK W.ENPAQ.NT .AHLDQFERI KTLGTGSFGR VMLVKHKETG NHFAMKILDK ......QKVV KLKQIEHTLN 
             I   II             III 
 
    
          αC            ß4        ß5    ßH3   αD    αE         ß6         ß7       ß8 
sp|P11309|PIM1_HUMAN  86   VPMEVVLLKK VSS..GFSGV IRLLDWFERP DSFVLILERP EPVQDLFDFI TERGALQEEL ARSFFWQVLE AVRHCHNCGV LHRDIKDENI LIDLNRGELK 
sp|Q86V86|PIM3_HUMAN  78   VPLEVVLLRK VGAAGGARGV IRLLDWFERP DGFLLVLERP EPAQDLFDFI TERGALDEPL ARRFFAQVLA AVRHCHSCGV VHRDIKDENL LVDLRSGELK 
1PHK__                73   ...EVDILRK VS...GHPNI IQLKDTYETN TFFFLVFDLM .KKGELFDYL TEKVTLSEKE TRKIMRALLE VICALHKLNI VHRDLKPENI LLD.DDMNIK 
1CDK_A                91   ...EKRILQA VN....FPFL VKLEYSFKDN SNLYMVMEYV .PGGEMFSHL RRIGRFSEPH ARFYAAQIVL TFEYLHSLDL IYRDLKPENL LID.QQGYIQ 
1CMK_E                92   ...EKRILQA VN....FPFL VKLEYSFKDN SNLYMVMEYV .PGGEMFSHL RRIGRFSEPH ARFYAAQIVL TFEYLHSLDL IYRDLKPENL LID.QQGYIQ 
1CTP_E                91   ...EKRILQA VN....FPFL VKLEYSFKDN SNLYMVMEYV .PGGEMFSHL RRIGRFSEPH ARFYAAQIVL TFEYLHSLDL IYRDLKPENL LID.QQGYIQ 
      IV                  V    VI 
 
 
   ß9                         αF    αG   αH 
sp|P11309|PIM1_HUMAN  184  LIDFGSGALL KD..TVYTDF DGTRVYSPPE WIRYH..... .RYHGRSAAV WSLGILLYDM VCGDIPFEHD ......EEII RGQVFFRQ.. ..RVSSECQH 
sp|Q86V86|PIM3_HUMAN  184  LIDFGSGALL KD..TVYTDF DGTRVYSPPE WIRYH..... .RYHGRSATV WSLGVLLYDM VCGDIPFEQD ......EEIL RGRLLFRR.. ..RVSPECQQ 
1PHK__                165  LTDFGFSCQL DPGEKLRE.V CGTPSYLAPE IIECSMNDNH PGYG.KEVDM WSTGVIMYTL LAGSPPFWHR KQMLMLRMIM SGNYQFGSPE WDDYSDTVKD 
1CDK_A                182  VTDFGFAKRV KG..RTWT.L CGTPEYLAPE IILSK..... .GYN.KAVDW WALGVLIYEM AAGYPPFFAD QPIQIYEKIV SGKVRFPS.. ..HFSSDLKD 
1CMK_E               183  VTDFGFAKRV KG..RTWT.L CGTPEYLAPE IILSK..... .GYN.KAVDW WALGVLIYEM AAGYPPFFAD QPIQIYEKIV SGKVRFPS.. ..HFSSDLKD 
1CTP_E                182  VTDFGFAKRV KG..RTWT.L CGTPEYLAPE IILSK..... .GYN.KAVDW WALGVLIYEM AAGYPPFFAD QPIQIYEKIV SGKVRFPS.. ..HFSSDLKD 
                               VII             VIII                    IX              X      
 
 
        αH              αI      αH4 
sp|P11309|PIM1_HUMAN  266  LIRWCLALRP SDR.....PT FEEIQNHPWM Q......... .......... ........DV LLPQETAEIH LHSLSPGPSK ... 
sp|Q86V86|PIM3_HUMAN  266  LIRWCLSLRP SER.....PS LDQIAAHPWM LGAD...... .......... .GGAPESCDL RLCTLDPDDV ASTTSSSESL ... 
1PHK__                263  LVSRFLVVQP QKRY...... .......... .......TAE EALAHPF... .........F QQYVVEEVRH F......... ... 
1CDK_A                269  LLRNLLQVDL TKRFGNLKDG VNDIKNHKWF ATTDWIAIYQ RKVEAPFIPK FKGPGDTSNF DDYEEEEIRV SINEKCGKEF SEF 
1CMK_E                280  LLRNLLQVDL TKRFGNLKDG VNDIKNHKWF ATTDWIAIYQ RKVEAPFIPK FKGPGDTSNF DDYEEEEIRV SINEKCGKEF SEF 
1CTP_E                279  LLRNLLQVDL TKRFGNLKNG VNDIKNHKWF ATTDWIAIYQ RKVEAPFIPK FKGPGDTSNF DDYEEEEIRV SINEKCGKEF SEF 
               XI       
 
rot Aktivation Segment 
rosa katalytische Schleife 
blau hinge Region 
grün glycinreiche Schleife 
 
Abbildung 1: Sequenzalignment  
Sequenzalignment der Serin- / Threoninkinasen PIM-1 und PIM-3, der Phosphorylasekinase (1PhK) und der cAMP-abhängigen Kinase (1CDK, 
1CTP, 1CMK) 
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Abbildung 2: Tertiärstruktur der Phosphorylasekinase 
Tertiärstruktur der Phosphorylasekinase (1PhK), dreidimensional dargestellt mittels dem Softwareprogramm Pymol 
 
I.5.1 N-terminale Domäne 
Die N-terminale Domäne besteht vorwiegend aus β-Faltblättern. Die Phosphorylasekinase (PhK, 
Reste 14-107) umfaßt 5 Stränge antiparalleler ß-Faltblätter und eine α-Helix, die sogenannte C-
Helix. 
 
I.5.2 C-terminale Domäne 
Die größere Domäne, die C-terminale Domäne besteht vorwiegend aus α-Helices. Die 
Phosphorylasekinase (PhK Reste 110-292) umfasst ein Bündel von 4 Helices (α-Helices D, E, F 
und H) und ist flankiert von 2 zusätzlichen Helices (G und I) und 2 kurzen antiparallelen ß-
Faltblättern, ß7 mit ß8 und ß6 mit ß9), die zwischen den Helices E und F auftreten. 
 
I.5.3 hinge-Region 
Die N-terminale und C-terminale Domänen sind verbunden durch eine hinge-Region (PhK 
Aminosärereste Lys108, Gly109 und Glu110). Arg(-3) bildet eine Ionenbindung mit Glu110 der 
hinge-Region (PHKγt), welches wiederum wechselwirkt mit den O2’- und O3’-Ribose-Sauerstoffen 
des Nukleotidsubstrates [Lowe et al., 1997]. 
 
I.5.4 Activation Segment (DFG/APE) 
Die C-terminale Domäne enthält das Activation Segment, (Rest 167 bis 193 in PhK), auf ihr sind die 
konservierte DFG- (Reste 167 bis 169 der Unterdomäne VII) und die APE-Sequenz lokalisiert 
(Reste 191 bis 193 der Unterdomäne VIII) [Johnson et al., 1998]. Hier ist eine Aminosäure 
enthalten, die bei vielen Kinasen phosphoryliert wird (nicht bei der PHK). Diese Phosphorylierung 
regelt die Aktivität der katalytischen Domäne [Lowe et al., 1997; Johnson et al., 1996]. Asp184 
ß1 
ß2 
αC 
αG 
αH 
αF 
αD 
αE 
hinge-
Region 
Activation Segment 
katalytische 
Schleife 
C-terminale Domäne 
αI 
N-terminale Domäne 
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fixiert das erste, essentielle Mg2+-Ion, das die ß- und γ-Phosphate des ATP bindet und dadurch das 
γ-Phosphat für den Transfer in die richtige Stellung positioniert. Die Positionen des nicht mehr 
hydrolysierbaren ATP-Analogon AMP-PNP in aktivierter PHK und von ATP oder AMP-PNP in 
der aktivierten cAPK sind sehr ähnlich und lassen vermuten, dass diese Konstellation des 
gebundenen ATP eine der Voraussetzungen für die katalytische Aktivität der Kinasen ist [Johnson 
et al., 1998]. 
 
I.5.5 Katalytische Schleife (Asp149) 
Die katalytische Schleife der PhK umfaßt die Reste 145 bis 154: Diese Reste liegen auf dem Strang 
ß6. Der Aminosäurerest Asp149 ist ein hochkonservierter Rest in allen Proteinkinasen  und in die 
Bindung der Metallionen mit Hilfe von ATP miteinbezogen. Zwei konservierte Aminosäuren 
(Asp166 und Asn171 in PKA-Cα) sind innerhalb der Konsensussequenz His-Arg-Asp-Leu-Lys-
Xxx-Xxx-Asn (HRDLKXXN) lokalisiert. Die Schleife wurde katalytische Schleife genannt, weil 
die Aminosäure Asp149 auf dieser Schleife liegt. Lys151 in dieser Schleife erleichtert den 
Phosphortransfer. Die Seitenkette des Asn154 stabilisiert die katalytische Schleife durch eine 
Wasserstoffbindung zum Rückgratcarbonyl des Asp149. Die Carbonylgruppe des Glu153 bildet 
eine Wasserstoffbrücke mit der Hydroxylgruppe der Ribose des ATPs. Glu153 ist auch durch 
Bildung eines Ionenpaars mit dem zweiten Arginin der Erkennungssequenz des Peptids an der 
Substratbindung beteiligt. Bei cAPK zeigte Asp166 eine Nähe zum Substrat [Lowe et al., 1997; 
Madhusudan et al., 1994]. Mutagenesestudien, in denen diese Aminosäure zu Alanin mutiert wurde, 
führt zu einem Enzym, das nur noch 0,4% Aktivität des Wildtypproteins zeigt [Lowe et al., 1997; 
Gibbs et al., 1991].  
 
I.5.6 Glycinreiche Schleife 
Innerhalb der N-terminalen Domäne ist zwischen den β-Strängen 1 und 2 die glycinreiche Schleife 
mit der Konsensussequenzmotiv Gly-Xxx-Gly-Xxx-Xxx-Gly-Xxx-Val lokalisiert [Engh et al., 
2001]. Die glycinreiche Schleife ist normalerweise beweglich, wenn keine Phosphatgruppe 
gebunden ist [Engh et al., 2001]. Das Nukleotid ATP bindet in einer Kavität, zwischen der N- und 
C-terminalen Domäne. Die glycinreiche Sequenz, lokalisiert zwischen den β-Strängen 1 und 2 
[Lowe et al., 1997], ist wichtig für die Lokalisierung des γ-Phosphats des ATP. Der glycinreichen 
Schleife wird auch eine bedeutende Rolle bei der Katalyse des Phosphattransfers und der 
Regulation der Proteinkinasen zugesprochen [Bossemeyer et al., 1994].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I. Einleitung  
 
16  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3: Aktives Zentrum 
Glycinreiche Schleife, Aktivierungssequenz (Activation Segment), katalytische Schleife und hinge-Region, dargestellt mittels Pymol 
 
I.5.7 ATP-Bindungsstelle 
Die ATP-Bindungsstelle liegt in einem Hohlraum, zwischen der N- und C-terminalen Domäne, 
genauer zwischen der glycinreichen Schleife und einer der Oberflächen des C-Terminus. Dort 
bindet auch das Analogon AMP-PNP. Bei der Oberfläche des C-Terminus handelt es sich um das 
Activation Segment, einem Sequenzabschnitt zwischen den konservierten Kinasemotiven DFG und 
APE [Hanks et al., 1991]. In diesem Sequenzabschnitt (Activation Segment) ist die aktivierende 
Phosphorylierung vieler Kinasen lokalisiert, die wiederum durch die Phosphorylierung einer 
katalytischen Domäne kontrolliert wird [Johnson et al., 1996]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4: Teil des aktiven Zentrums 
Lokalisierung von ATP und der zweiwertigen Metallkationen in der Nähe der glycinreichen Schleife, dargestellt mit dem Softwareprogramm Pymol 
 
Bei der Proteinkinase JNK3 wird die Adeninbase des Nukleotids an der Domänenschnittstelle in 
einem Hohlraum gebunden (Hohlraum, gebildet aus der glycinreichen Schleife und dem Activation 
Segment). Die Aminogruppe (N6) bildet eine Wasserstoffbrücke zum Rückgradcarbonyl des 
Glu147, das N1 interagiert mit einem Proton vom Rückgrad-Amid des Met149. Nichtpolare 
Wechselwirkungen wurden an beiden Seiten des Purinringes gefunden, eingeschlossen Ile70 und 
Val78 der glycinreichen Schleife der einen Seite und Val196 des β-Sheets β7 der anderen Seite. Die 
O2’ und O3’-Hydroxyle der Ribose bilden Wasserstoffbrücken zur Seitenkette des Asn152 und zur 
Carbonylgruppe des Ser193. Die Triphosphatgruppe wird durch Wasserstoffbrücken zwischen den 
Sauerstoffatomen des Phosphats und dem Amid des Gln75 der Hauptkette und der Gln75 und des 
Lys93 der Seitenkette gebunden [Xiaoling, 1998]. 
 
2 Metallionen (Magnesium oder Mangan) 
Glycinreiche Schleife 
ATP 
Activation Segment 
Glycinreiche Schleife 
hinge - Region 
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I.5.8 Kofaktoren (Mg2+ oder Mn2+) 
 
Abbildung 5: ATP in Wechselwirkung mit Kofaktoren / Metallionen 
α-, β-und γ-Phosphate des Adenosintriphosphats, dargestellt in Wechselwirkung mit Kofaktoren / Metallionen 
 
Metallionen werden nicht nur für den schnellen Transfer der Phosphatgruppe, sondern auch für die 
schnelle Bildung eines produktiven Substratkomplexes benötigt [Johnson et al., 1998]. Bei der 
Kinase cAPK bindet das γ-Phosphat des ATP durch direkten, nukleophilen Ersatz an das Serin, 
indem das negativ geladene γ-Phosphat das Hydroxyl (OH-) des Serins53 ersetzt [Johnson et al., 
1998; Ho et al., 1988]. Die Phosphorylierung, durchgeführt durch Kinasen, wird begünstigt durch 
Äquilibrieren mit einer ausreichenden Menge von Magnesium und ATP [Adam et al., 1992; Grant 
et al., 1996]. So wird z. B. bei der Bindung des ATP-Analogon AMP-PNP das erste Mangan durch 
die terminalen Sauerstoffe der α- und γ-Phosphate des AMP-PNP, dem NH, das die β- und γ-
Phosphate des AMP-PNP verbindet, dem Sauerstoff des Amids von Asp167 (DFG-Sequenz) und 
einem Wassermolekül koordiniert. Das zweite Mangan wird durch die terminalen Sauerstoffe der β- 
und γ-Phosphate des AMP-PNP, den 2 Carboxylsauerstoffen des Asp167 und von 2 
Wassermolekülen koordiniert. Die in der Positionierung der Metallionen involvierten Aminosäuren 
zeigen bei den Kinasen eine 33%ige Sequenzidentität [Lowe et al., 1997].  
 
I.5.9 Peptidsubstratbindung/C-Terminus 
Das Peptidsubstrat wird meist an der C-terminalen Domäne gebunden. Eine räumliche Rotation 
zwischen den beiden Domänen, N-terminale und C-terminale Domäne [Lowe et al., 1997; Johnson 
et al., 1996], als auch eine konformationelle Veränderung in der C-Helix und des Activation 
Segments, bewirken die Aktivierung der Kinase, sodass das Peptidsubstrat am C-Terminus mit der 
Kinase interagiert. Das Peptidsubstrat wechselwirkt mit den Aminosäureresten 183-185 des 
Activation Segments, wodurch zusätzlich die Konformation der Kinase moduliert und damit die 
Kinaseaktivität beeinflusst werden kann. Dieses Substrat befindet sich in einem genau definierten 
Abstand zum γ-Phosphat des ATPs [Lowe et al., 1997]. Dies erklärt, weshalb Reste des Activation 
Segments oft für die Kontrolle der reversiblen Phosphorylierung verantwortlich sind [Lowe et al., 
1997].  
 
α-Phosphat
γ-Phosphat
β-Phosphat
3.64
4.88
2.92
3.38
3.44
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I.5.10 Vergleich ternäre und binäre Komplexstruktur 
Die ternäre Komplexstruktur der Phosphorylase-Kinase (PHK) zeigt, dass eine leichte relative 
Veränderung in der Konformation bei der PHK auf die Peptidsubstratbindung an der C-terminalen 
Domäne zurückzuführen ist. Die Überlagerung des binären und ternären Komplexes zeigt im 
ternären Komplex eine leichte Schliessung der Domänen im Vergleich zum sekundären Komplex. 
Dies entspricht einer Rotation von bis zu 3.4°. Andere konformationelle Veränderungen betreffen 
nur den N-Terminus der C-Helix (Reste 56-61) und die Region der G-Helix (Reste 231-235 und 
250-255) [Lowe et al., 1997]. In binären Komplexen aktivierter Kinasen (mit Nukleotid), sind die 
Wechselwirkungen des Adenin und der Ribosekomponenten des ATP ähnlich wie im ternären 
Komplex. Es gibt jedoch leichte Unterschiede in der Positionierung der Phosphate. Im ternären 
Komplex wird das erste Metall in der PHK durch die β- und γ-Phosphate koordiniert. Das zweite 
Metall wird durch das γ-Phosphat allein gebunden. In PHK, komplexiert mit ADP, das nach einer 
Hydrolyse von ATP erhalten wurde, wird eine Veränderung der Phosphatpositionen beobachtet, 
sodass das erste Magnesium die α- und β-Phosphate bindet, und das zweite Magnesium das β-
Phosphat. Dadurch wird eine Schliessung der glycinreichen Schleife erreicht. Die C-Helix spielt 
eine wichtige Rolle in der Positionierung der ATP-Phosphate, obwohl sie nicht direkt in die 
Phosphatwechselwirkungen miteinbezogen ist. 
 
I.6 Beispiel der Kinaseaktivierung an der PhK 
Die Phosphorylasekinase 1PhK ist konstitutiv aktiv, d. h. ihre Phosphorylierung im Activation 
Segment ist nicht Voraussetzung für ihre Aktivierung. Der Aminosäurerest, der in anderen Kinasen 
phosphoryliert wird (Thr197 in cAPK, Thr160 in CDK2 und Thr183 in MAPK), ist ein Glutamat 
(in der PhK ist dies die Aminosäure Glu182), der die negative Ladung des Phosphatrestes nach 
erfolgter Phosphorylierung in anderen Kinasen imitiert. Die Lokalisierung des Triphosphates ist für 
die Proteinkinasekatalysierung entscheidend und wird in der Phosphorylasekinase wie in anderen 
aktiven Proteinkinasen durch 4 hauptsächliche Wechselwirkungen begünstigt. Auch sind 
Wechselwirkungen mit Aminosäureresten beider Domänen involviert. Das erste Metallion wird 
koordiniert von den Sauerstoffen der α- und γ-Phosphate des ANP, dem verbindenden Nitrogen 
zwischen den β- und γ-Phosphaten, den Amidsauerstoffen der Seitenkette des konservierten 
Asparagins, Asn154 (Asn171 in cAPK), von β7, und einem Carboxylsauerstoff des konservierten 
Aspartat, Asp167 (Asp184 in cAPK, D der DFG-Sequenz am Startpunkt des Activation Segment), 
und einem Wassermolekül. Das zweite Metallion wird durch terminale Sauerstoffe des Asp167 und 
2 Wassermoleküle koordiniert.  
 
Abbildung 6: Metallionen in Wechselwirkung mit den Seitenketten des Enzyms 
 
Asp167 OD1 Asp167 OD2
α-Phosphat
γ-Phosphat
Asn154 OD1
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Lys48 (Lys72 in cAPK) von β3 der N-terminalen Domäne kontaktiert die terminalen Sauerstoffe 
der α- und β-Phosphate. Dieses konservierte Lysin ist lokalisiert durch den Kontakt zum 
konservierten Glutamat, Glu73 (Glu91 in cAPK) von der C-Helix. So spielt die C-Helix eine 
indirekte, aber wichtige Rolle in der Lokalisierung der Phosphate. Die glycinreiche Schleife ist bei 
der PhK bei den direkten Kontakten der Amide der Hauptkette zu den Phosphaten nicht 
miteinbezogen wie dies bei cAPK der Fall ist. Lys151 (Lys168 in cAPK) kontaktiert das γ-
Phosphat. Die Positionierung und Bindungsart des ANP der aktiven Phosphorylasekinase ist 
ähnlich denen des ATP und ANP der aktiven cAPK. Dies läßt den Schluß zu, daß das ATP oder 
ANP Voraussetzung für die Katalyse ist. 
Durch das Sequenzalignment kann man zeigen, dass auch in der Serin-/Threoninkinase PIM-1 die 
konservierten Sequenzen wiederzufinden sind. Da die PIM-1 zwecks Long Term Potentiation im 
Signalmechanismus Schmerz im pharmazeutischen Bereich breites Interesse gefunden hat, ist es 
interessant, die Sequenzhomologien der Kinasen zur PIM-1 und ihre Funktionsmechanismen 
darzulegen und zu klären. 
 
I.7 PIM-1 
Mit ungefähr 520 Proteinkinasen im menschlichen Genom, stellen sie die größte Proteinfamilie dar. 
Sie sind zentrale Schalter, um die intrazelluläre Kommunikation, Regulation und Signaltransduktion 
zu kontrollieren. Die meisten Krebskrankheiten sind mit einer Disregulation der Proteinkinasen 
verbunden, gewöhnlich über eine genetische Mutation, die oft zu ihrer Überexpression oder zu einer 
konstitutiven Aktivität führt. Ein genaues Verständnis der Kontrollmechanismen der Proteinkinase 
ist deswegen sehr wichtig, sei es für die Grundlagenforschung als auch für die 
Wirkstoffentwicklung in der pharmazeutischen Industrie. Die Bestimmung von Kristallstrukturen 
vieler Proteine in vielen verschiedenen aktivierten und inhibitierten Stadien tragen dazu bei, um 
diese Mechanismen im atomaren Detail zu verstehen. Die konservierten Strukturen sind kritisch für 
die Aktivität und könnten der Grund für die vielen verschiedenen physiologischen 
Regulationsmechanismen darstellen. Es wurde gezeigt, dass die Proteinkinasen durch Modullierung 
einer bis vier der konservierten strukturellen Elemente inaktiviert wurden. Diese modulatorischen 
Mechanismen sind: Blockieren der ATP-Bindungstasche, Verzerrung der glycinreichen Schleife, 
Veränderung der Position der C-Helix, Veränderung der Konformation des Activation Segment, 
Veränderung der Konformation des Activation Segment bezüglich der Phosphorylierung [Engh et 
al., 2001]. 
 
Viele Pharmazeutika binden und blockieren eine aktive Stelle eines Proteins. Sodass sowohl die 
biochemische Forschung als auch die rationale Wirkstoffentwicklung Kenntnisse der atomaren 
Struktur der aktiven Stellen erfordert [Rosenberger et al., 1996]. 
 
Proteinkinasen spielen eine entscheidende Rolle in vielen dieser Signalwege, die in die Regulation 
der Zellvermehrung und -morphologie und im Ausscheiden zellulärer Proteine wie 
Wachstumshormone und Chemokine eingreifen. Die Hemmung dieser Enzyme stellt ein 
Schlüsselmechanismus im „Drugdesign“ dar, die in Autoimmunkrankheiten, Onkologie, 
Entzündung und anderen Krankheiten eingreifen. Deswegen sind viele pharmazeutische Firmen und 
akademische Laboratorien interessiert, in das „Drugdesign“ zu investieren, um die Aktivität 
I. Einleitung  
 
20  
spezifischer eukaryotischer Proteinkinasen zu kontrollieren [Williams et al., 2002]. Im Leitprojekt 
„Molekulare Schmerzforschung“ der Grünenthal GmbH entdeckte man die PIM-1 in höherer 
Quantität in hippokampalen Geweben von Organismen, die unter dem Krankheitsbild des „chronic 
pain“ litten. Bei dem Protein PIM-1 handelt es sich um eine Serin-/Threoninkinase, die der 
Enzymgruppe Ca-Kinasen (Ca2+/Calmodulin-abhängigen Proteinkinasen) [Hudmon et al., 2002] 
angehört und pharmazeutische Unternehmen für die Behandlung von „chronic pain“ interessiert 
wurden, die PIM-1 strukturanalytisch zu untersuchen. 
  I. Einleitung 
 
   
  21 
I.8 Zielsetzung 
Ziel dieser Arbeit ist die Expression, Aufreinigung, biochemische und biophysikalische 
Charakterisierung sowie die strukturanalytische Untersuchung der Serin-/Threoninkinase PIM-1. 
 
Dafür sind Optimierungen in den Methoden der Molekularbiologie, Biochemie und Kristallisation 
durchzuführen. Mit diesen Methoden soll ein diffraktionsfähiges Proteinkristall erzeugt werden, das 
mit Röntgenstrahlen untersucht wird und die dadurch erhaltenen Diffraktionsdaten mittels moderner 
Softwareprogramme interpretiert werden, um die einzelnen Atome 3-dimensional darzustellen. Auf 
diese Weise können so erhaltene 3-dimensionale Daten Auskunft über die Konformation eines 
Proteins, Enzyms oder wie hier einer Kinase geben, die interessant für die Entwicklung von 
Liganden/Inhibitoren sind. Mit der rationalen Entwicklung von Liganden/Inhibitoren wird eine 
Möglichkeit geschaffen, in Stoffwechselabläufe einzugreifen und somit ein neues Medikament zu 
entwickeln. 
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II. Material und Methoden 
 
II.1 Materialien 
 
II.1.1 Chemikalien 
Chemikalien wurden erworben von Fluka (Taufkirchen, Deutschland), ICN (Eschwege, 
Deutschland), Sigma (Deisenhofen, Deutschland) oder Pierce (Rockford, IL, USA) und Roth 
(Karlsruhe, Deutschland). 
 
II.1.2 Labor / Verbrauchsmaterialien 
Zur ungefähren Abschätzung des Molekulargewichts eines Proteins auf einem SDS-Gel oder 
Western-Blot wurden vorgefertigte Molekulargewichtsstandarde parallel mitlaufen gelassen. 
Hierfür wurden nachfolgend aufgelistete Marker verwendet: 
Precision Plus Protein Standards, „Dual color“ oder „All blue“ (alle BioRad) 
 
II.1.3 Laborausrüstung 
MAR-Research 345 Image Platte   MARresearch, Hamburg, Deutschland 
ESI-Massenspektrometer Q-TOf2   Waters Corporation 
“Octane“       Silicon Graphics Incorporation, USA 
pH-Meter      WTW, Deutschland 
Quartzküvetten     QS Hellma, Deutschland 
Rotoren 
  0650, F2402H, JLA 10.500 and JA 25.50  Beckmann, California, USA 
  #1140 and #11222     Sigma, USA 
  RLA-300, SS-34 und GS-3    Du Pont, Hamburg 
Spektrophotometer     Eppendorf, Deutschland 
Ultraschallgerät „Sonicator“    Braun Biotech, Melsungen, Deutschland 
Röntgengenerator      RU2000, Rigaku, Tokyo, Japan 
FR591 , Bruker/Nonius, Delft Niederlande 
5300 Nano-ITC     Calorimetry Sciences Corp., Utah, USA 
Micro DSC III      Calorimetry Sciences Corp., Utah, USA 
6300N-DSC III     Calorimetry Sciences Corp., Utah, USA 
Speed-Vac      Eppendorf, Deutschland 
MS-Kapillaren     Waters Corporation 
Zentrifugen 
Avanti™ 30 und Avanti™ J-25   Beckmann, California, USA 
Biofuge A      Bachofer, Reutlingen, Deutschland 
Kammern für die SDS-PAGE und Western-Blot Bio-Rad Laboratories GmbH 
Gelelektrophoreseausstattung  
(Mini PROTEAN II™)    Bio-Rad Laboratories GmbH 
2D-Gel-Elektrophorese    Bio-Rad Laboratories GmbH 
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II.1.4 Stämme und Vektoren 
 
II.1.4.1 Escherichia coli Stamm 
Folgender E. coli Stamm wurde zur Überexpression des rekombinanten PIM-1-Proteins verwendet: 
BL21 DE3 codon+ (Novagen, Madison, USA) 
 
II.1.4.2 Vektor 
Als Expressionsvektor wurde folgendes Plasmid eingesetzt: 
pKB0205 (p-Katja-Betz-2002-Mai) 
Abbildung des Vektors 
 
Abbildung 7 
His-Tag = Polyhistidinsequenz zur Detektion und Affinitätsaufreinigung des rekombinanten Proteins; F1-ORI = „origin of replication“ für die 
Produktion einzelsträngiger DNA; APr = Ampicillin-Resistenzgen zur Selektion transformierter Zellen; ORI = „origin of replication“ bei E. coli; 
LACI = Lac Repressor; T7 P = IPTG-induzierbarer Promotor; T7 TERM = T7 Terminator; Pim-I: pim-1-Gen codierend für PIM-1 Protein. Da der 
von der Grünenthal GmbH übergebene Vektor pCRII-TOPO mit der Vollängen-pim-1-Gensequenz keine lösliche Expression ermöglichte, wurde der 
pET22b-Vektor verwendet, der durch Schneiden an den Schnittstellen NdeI und EagI um den pelB leader verkürzt wurde. Das ursprüngliche pim-1-
Gen wurde mittels PCR amplifiziert, am N-Terminus gekürzt und mittels PCR-eingefügter Restriktionsschnittstellen in den modifizierten pET22b-
Vektor kloniert. Der neu generierte Vektor ermöglichte eine zytoplasmatische Expression des PIM-1-Proteins in löslicher Form mit einem Hexa-
Histidin-Tag. 
 
II.1.4.3 Sequenzen (Entrez Datenbank): 
 
Genbank accession number 
 pim-1: NM_002648 
siehe: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/ 
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PIM-1: NP_002639 
   1 mllskinsla hlraapcndl hatklapgke keplesqyqv gpllgsggfg svysgirvsd 
  61 nlpvaikhve kdrisdwgel pngtrvpmev vllkkvssgf sgvirlldwf erpdsfvlil 
 121 erpepvqdlf dfitergalq eelarsffwq vleavrhchn cgvlhrdikd enilidlnrg 
 181 elklidfgsg allkdtvytd fdgtrvyspp ewiryhryhg rsaavwslgi llydmvcgdi 
 241 pfehdeeiir gqvffrqrvs secqhlirwc lalrpsdrpt feeiqnhpwm qdvllpqeta 
 301 eihlhslspg psk 
 
II.1.5 Medien, Stocklösungen und Puffer 
Standardmedien und -puffer wurden entsprechend Standardprotokollen (Ausubel et al., 1998; 
Sambrook et al., 1996) hergestellt. 
 
Die folgenden Bakterienwachstumsmedien wurden verwendet: 
Kleiner Maßstab (Schüttelkolben): 
Luria-Bertini (LB)-Medium 
Bacto-Peptone  1,00% (w/v) 
Hefe-Extrakt  0,50% (w/v) 
NaCl   1,00% (w/v) 
 
Die LB-Agarplatte wird mit LB-Medium hergestellt, das 100 µg/ml Ampicillin enthält. 
 
2xTY-Medium 
Bacto-Peptone  1,60% (w/v) 
Hefe-Extrakt  1,00% (w/v) 
NaCl   0,50% (w/v) 
 
SOC-Medium 
Bacto-Peptone  2,00% (w/v) 
Hefe-Extrakt  0,5% (w/v) 
NaCl   0,05% (w/v) 
Glucose  55,55 mM 
MgCl2   10,0 mM 
MgSO4  10,0 mM 
 
II.1.6 Chromatographiesäulen 
Verwendete Säulen (Superdex 75 HiLoad 26/60, MonoQ HR 10/10, MonoS HR 10/10) und Harze 
wurden von Amersham-Pharmacia Biotech (Freiburg), selbstgepackte Säulen von Millipore 
(Eschborn) und Bio-Processing (Consett, Co. Durham, England) erhalten. Für die 
Proteinaufreinigung wurde die FPLC des Typs Äkta-FPLC (Amersham Pharmacia Biotech GmbH, 
Freiburg) verwendet. 
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II.1.7 Software 
 
II.1.7.1 Allgemein 
MS Office 2000, Adobe Photoshop 6.0 (Adobe Systems GmbH, Deutschland); Origin 6.0 (Data 
analysis and technical graphics, Microcal Software, Inc.). 
 
II.1.7.2 Kristallographie 
Denzo/Scalepack [Otwinowski et al., 1997]; CCP4 program suite (Collaborative Computational 
Project, Number 4.1994); PHASES [William Furey, University of California, San Francisco, USA]; 
O [Jones et al., 1991]; CNS ( X-PLOR [Cooke et al., 1991], Insight II (Biosyn Technologies/MSI, 
San Diego, CA, USA), PROCHECK [Laskowski et al., 1993] and Pymol™ (DeLano Scientific, San 
Francisco, CA, USA). 
 
II.2 Methoden 
 
II.2.1 Molekularbiologische Methoden  
Allgemeine, rekombinante DNA-Techniken, Konzentrationsbestimmung von DNA, 
Agarosegelelektrophorese, Herstellung von kompetenten Zellen mittels Calciumchlorid von BL21- 
und Dh5α E. coli- Stämmen, Transformation durch Hitzeschock der pim-1-DNA enthaltenen 
Vektoren als auch des pET22, Isolierung der DNA mit Anionenaustauscher-Säulen (Qia Spin-Prep), 
PCR des pim-1-Plasmids, Restriktionsverdau der pim-1-DNA und des Vektors pET22, Qiagen-
Aufreinigung der amplifizierten pim-1, des PCR-Enzymverdaus der pim-1 und des pET22 aus dem 
Gel, Ligation der pim-1 und pET22, Miniprep der Bakterienkolonie für Sequenzieranalyse, DNA-
Sequenzanalyse, Kultivierung von E. coli wurden durchgeführt entsprechend den 
Standardprotokollen, beschrieben von Sambrook et al. (1989) und Ausubel et al. (1995) oder 
entsprechend den Herstellerbeschreibungen bei Verwenden der Kitte. 
 
II.2.1.1 PCR des pim-1-Plasmids von Grünenthal GmbH 
Mittels PCR erfolgt die Amplifizierung eines bestimmten, ca. 960 bp langen Genabschnittes der 
pim-1, wobei der pim-1-pCRII-TOPO-Vektor als Template diente. Die dafür abgeleiteten „Primer“ 
wurden so gewählt, dass der Vorwärts-„Primer“ eine NdeI- und eine NheI-Schnittstelle, der 
Rückwärts-„Primer“ eine EagI- und XmaI-Schnittstelle in das Genprodukt mit einbringt.  
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Gewählte Primer: 
 
Vorwärts-„Primer“ (Nde I und Nhe I): 
5´gacgactcatATGCTCTTGTCCAAAATCAACTCGCTAGCCCACC 3´ 
                  Nde I     Nhe I 
 
Rückwärts-“Primer” (Eag I und Xma I): 
 CAGCCTGTCCCCGGGGCCCAGCAAAGCGGCCGatcgcgag 
                            Xma I       Eag I 
  
 Rückwärts-“Primer”, reverse für die Bestellung: 
5´ctcgcgatCGGCCGCTTTGCTGGGCCCCGGGGACAGGCTG 3´ 
         Eag I          Xma I 
 
Die Vorwärts- und Rückwärts-„Primer“ wurden entsprechend abgeleitet, um ein für die Expression, 
Aufreinigung und Kristallisation optimales Konstrukt zu erhalten. Dabei wurde die 
Nukleotidsequenz N-terminal um die Nukleotide ctg gag gtt g g und C-terminal um die 
Nukleotidsequenz tag ca gc ctt tct ggc mittels PCR und den oben aufgeführten Primern verkürzt. 
Die komplette humane Aminosäuresequenz der PIM-1 wurde dabei nicht verkürzt.  
 
II.2.1.2 DNA-Sequenzanalyse 
Für die DNA-Sequenzierung wurde der „ZEDA Applied Biosystems 3700 DNA Analyzer“ 
verwendet. Für die Sequenzierreaktionen werden Dideoxynukleotide, Taq-DNA-Polymerase und 
ein „Big Dye Terminator“ in einem „Thermal Cycler“ eingesetzt, um die wachsenden DNA-Stränge 
zu erzeugen, die durch die Kapillarelektrophorese am Analyzer aufgetrennt werden. Die 
Fluoreszenz der DNA-Stränge werden, charakterisiert durch den „Big Dye Terminator“, mit einem 
Laser angeregt und mit einer CCD-Kamera gemessen. Anschließend wird das Signal durch das 
„Applied Biosystems Sequencing Analyse-Programm“ interpretiert, um die Nukleotidsequenz im 
DNA-Template zu bestimmen. 
 
II.2.2 Bakterielle Expression 
 
II.2.2.1 Proteinexpression mittels E. coli von Agarplatte 
In E.coli BL21 transformierter pim-1-Vektor wird auf einer LB-Agarplatte mit 100 µg/ml 
Ampizillin am Abend ausgestrichen, über Nacht bei 37°C inkubiert und am nächsten Morgen eine 
isolierte Kolonie von der LB-Platte gepickt, um diese in 2ml flüssiges LB-Medium (mit Ampicillin) 
zu überführen und über Nacht bei 28°C zu inkubieren. Weitere 500 ml LB-Medium (im 
Erlenmeyer-Gefäß, mit 100mg/ml Ampizillin angesetzt) werden erneut mit 1 bis 4 ml obiger 
Vorkultur inokuliert und für ca. 2 bis 3 Stunden bei 28°C inkubiert, bis eine optische Dichte 
(OD600nm) von 0.4 erreicht worden ist. Anschließend wird diese Kultur mit 0,4 mM IPTG induziert 
und für 12-16h bei 18°C inkubiert, bei einer maximalen OD600nm von 1,2 geerntet und anschließend 
für 30 min zentrifugiert (15.115xg, 4°C), der Überstand wird dekantiert. Nach Zellaufschluß mit 
Lysozym und erneuter Zentrifugation (30 min, 15.115xg und 4°C) wird der erhaltene Überstand bei 
  II. Material und Methoden 
 
   
  27 
-80°C aufbewahrt. Lysisaufschluß siehe unten. 
 
II.2.3 Zellaufschluß mittels Lysozym 
Lysispuffer: 
Bindepuffer, pH 8,0, 500 ml: 
Imidazol 5 mM   
NaCl  500 mM  
Benzamidin 2 mM   
Tris  25 mM  pH 8,0 
Lysozym 1 kleine Spatelspitze (~20 mg/ml) 
 
Jedes Expressionspellet, das von einem Liter LB-Medium erhalten worden ist, wird mit ca. 6 ml 
Lysispuffer für ca. 3 Stunden aufgeschloßen, anschließend mit einem µl (250 units/µl) Benzonase 
zwecks Verdau von DNA und RNA versetzt und für 30 Minuten inkubiert, schließlich für 30 min 
(15.115xg und 4°C) zentrifugiert, der Überstand geerntet und für Methoden der Proteinanreicherung 
und -aufreinigung, siehe unten, verwendet. 
 
II.2.4 Biochemische Methoden 
Proteinbiochemische Methoden wurden durchgeführt entsprechend den Standardprotokollen, 
beschrieben von Sambrook et al. (1989) und Ausubel et al. (1995) oder entsprechend den 
Herstellerbeschreibungen bei Verwenden der Kitte. In dieser Arbeit wurden folgende 
proteinbiochemische Methoden verwendet: Photometrische Konzentrationsbestimmung,  
Konzentrationsabschätzung von Proteinen mit Bradford-Reagenz, Dialyse (Proteinumpufferung), 
SDS-PAGE, Western Blot-Technik, Gelfärbemethoden, Coomassie-G-250-Färbung, Silberfärbung 
nach Heukeshoven [Heukeshoven et al., 1988], TCA-Präzipitation, Dephosphorylierung, 
Kinaseassay, Konzentrierung von Kulturüberständen und Proteinlösungen, Ultrafiltration, 2-
Dimensionale PAGE, Konzentrierung der Proteinproben im Speed-vac für die Massenpektrometrie, 
Chromatographie. 
 
II.2.4.1 Anreicherung und Aufreinigung von Proteinen 
Zur Reinigung von Proteinen werden sehr häufig chromatographische Trennmethoden eingesetzt. 
Mittels chromatographischen Methoden verwendet man unterschiedliche physikalische und 
chemische Eigenschaften, wie Ladungszustand und Hydrophobizität, Oberflächengestaltung und 
Größe, sowie pI-Wert des Proteins. Hierfür existieren verschieden chromatographische Methoden, 
wie die Affinitäts-, Ionen- und Gelchromatographie, sowie die Hydrophobe Chromatographie. 
 
II.2.4.1.1 His6/Ni-NTA/Affinitätschromatographie: 
Das Säulenmaterial (5ml „Chelating Sepharose Fast Flow“; Pharmacia, Freiburg) wurde in eine 
Säule mit einem Innendurchmesser von 13 mm gegeben. Eine peristaltische Pumpe wurde 
eingesetzt, um einen kontinuierlichen Fluß an Puffern der gewünschten Konzentrationen zu 
gewährleisten. Das Säulenmaterial wurde mit Milli-Q Wasser äquilibriert und anschließend mit 
Nickelsulfat (100mM) beladen. Alternativ können hier andere zweiwertige Metallkationen wie 
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Kobalt (100mM) oder Zink (100mM) verwendet werden. Auch haben sich dreiwertige Ionen wie 
Eisen (FeCl3) oder Gallium (Ga2(SO4)3), insbesondere für die Analytik mittels Masspektrometrie 
bewährt, da sie vor allem für die sensitive Identifizierung von (Phospho)-Peptiden geeignet sind. 
Das Säulenmaterial wurde daraufhin mit Bindepuffer gewaschen und äquilibriert. Die vorbereitete 
Probe wurde über eine Probenschleife auf die Säule aufgebracht und mit einer Flußrate von 1,5 ml 
min-1 mit dem Puffer A (20mM Imidazol) gewaschen. Um die stark gebundenen Proteine wieder 
von der Säule zu lösen, wurde Puffer B mit 0,5 M Imidazol verwendet und die Elution in 1,5 ml 
Fraktionen aufgefangen.  
 
II.2.4.1.2 Anionenaustausch-Chromatographie 
Es wurde eine MonoQ HR 10/10-Säule mit einem Säulenvolumen von 8 ml verwendet. Die 
Äquilibrierung erfolgte mit 5 Säulenvolumen 25 mM Tris/HCl, pH 7,0, 20 mM NaCl, 2 mM DDT, 
0,5 mM EDTA, 0,02% NaN3 (Puffer A) bei einer Flußrate von 1 ml/min und einem Maximaldruck 
von 0,4 MPa. Die Proben wurden vorher filtriert (Porendurchmesser 0,2 μm). 
 
II.2.4.1.3 Gelfiltration HiLoad GF26/60 an Superdex 75 prep grade (G75) 
Für die Gelfiltration wurden eine „HiLoad 26/60 Superdex 75 prep grade“ (optimale Auftrennung 
im Bereich von 3-70 kDa) mit einem Säulenvolumen von 320 ml verwendet. Die Äquilibrierung 
erfolgte mit 2 Säulenvolumen 25 mM Tris/HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 2 mM DTT, 0,5 mM 
EDTA, 0,2 % NaN3) bei einer Flußrate von 0,5 ml/min und einem Maximaldruck von 0,4 MPa. Das 
aufgetragene Probenvolumen betrug maximal 4 ml. Die Elution der Proteine erfolgte in einem 
isokratischen Gradienten bei einer Flußrate von 0,5 ml/min und einer Fraktionsgröße von 2 ml. 
 
II.2.4.1.4 Dephosphorylierung von Proteinen 
Die Behandlung von Phospho-Proteinen mit Alkalischer Phosphatase resultiert in einem 
Massenschift von 80 Da bzw. einem entsprechenden Vielfachen davon. Zur Dephosphorylierung 
der PIM-1 Proteine wurde CIP in einem Verhältnis von 10 Einheiten pro 100 µg Protein eingesetzt. 
Der Ansatz wurde bei 4°C ü.N. durchgeführt und am nächsten Morgen in SDS-Auftragspuffer 
aufgenommen, 5 min gekocht, 1 min bei 20.000xg zentrifugiert und bei 4°C gelagert. 
 
II.2.4.1.5 TCA-Präzipitation 
Die zu analysierende Probe wurde, zur Entfernung möglicher Störfaktoren, mit 50%igem TCA 
versetzt, sodass eine 5%ige TCA-Proteinlösung erhalten wird. Die Präzipitation wird für 3 Stunden 
bei 4°C durchgeführt und anschließend für 20 Minuten bei 15.300 rpm zentrifugiert, der Überstand 
verworfen und das Pellet in 10 ml 9 M Harnstoff, 4% CHAPS suspendiert und in 250 µl-Mengen 
fraktioniert und bei -20°C gelagert. 
 
II.2.4.1.6 Limitierte Proteolyse 
Das hochreine Protein PIM-1 wurde mit einer Konzentration von 18 mg/ml jeweils mit Trypsin, 
Thermolysin, Subtilisin und Glucose C in einem molaren Verhältnis von 1:1.000 angesetzt. Der 
Proteaseverdau wurde zu verschieden langen Zeitintervallen und Temperaturen durchgeführt. Jeder 
Proteaseverdau wurde bei Raumtemperatur für 3 Minuten, 10 Minuten, 20 Minuten und 60 Minuten 
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durchgeführt. Nachfolgend wurden die Proteaseverdaue bei 4°C für 7 Minuten und 18 Minuten 
durchgeführt. 
 
II.2.4.1.7 Tryptischer Verdau des Proteins in Lösung: 
5 µl des Proteins werden in 95 µl 0,2 M Ammonium Bicarbonate pH 7,8 gelöst und mittels 5 µl der 
Stocklösung von modifiziertem Trypsin (20 ng/µl, Promega) für 15 Stunden bei 37°C verdaut. Die 
Probe wird mit der „Speed vac“ getrocknet (~3 Stunden) und anschließend bei -80°C gelagert. Die 
Entsalzung wurde mit nachfolgendem Protokoll und mittels C4-ZipTips durchgeführt. Umrechnung 
Proteinmenge: 
2 mg/ml entsprechen 54,05 pmol/µl 
 
II.2.4.1.8 Entsalzung von tryptischen Peptiden für die offline nano ESI-MS 
Die Entsalzung wurde mit sogenannten Zip Tip_C-18 (Millipore) durchgeführt. Dazu wurden die 
getrockneten Proben zunächst in 10 µl 5% Ameisensäure / 95% MilliQ-Wasser resuspendiert. Die 
ZipTips wurden 5x mit je 10 µl 5% Ameisensäure / 95% MilliQ-Wasser und 75% ACN 
(Azetonitril) durchspült. Danach wurden sie 5x mit je 10 µl 5% Ameisensäure / 95% MilliQ-Wasser 
äquilibriert. Die Peptide wurden an die ZipTips gebunden, indem sie 10x auf und ab pipettiert 
wurden, ohne dass dabei Luftblasen gezogen wurden. Daraufhin sind die Tips 5x mit 10 µl 5% 
Ameisensäure / 95% MilliQ-Wasser gewaschen worden. Die Peptide wurden in 2 µl 5% 
Ameisensäure / 95% MilliQ-Wasser und 75% ACN aufgenommen und durch 10-faches auf und ab 
pipettieren von der Säule eluiert. ~ 2 µl des Eluants wurden in eine neue Nanospray Glaskapillare 
geladen. 
 
II.2.4.1.9 Kinaseassay 
PIM-1-Serin-/Threonin-Kinase wird mit radioaktivem ATP (γ-33P) inkubiert. Das Ziel des 
Kinaseassays ist, die Aktivität der Kinase PIM-1 über das gebundene radioaktive Phosphat, zu 
messen. Für den Nachweis der Kinaseaktivität verwendet man das Verfahren mittels Scintillation 
Proximity Assay (SPA). Die SPA Beads werden mit Histon1 inkubiert. Histone sind kleine, basische 
Proteine, die nur in Eukaryonten vorkommen. Sie bestehen aus einem globulären Zentrum und 
flexiblen endständigen Armen, die viele basische Aminosäuren besitzen. Hierfür wurden Histon1 
gekoppelte SPA-Beads in Mikrotiterplatten verwendet. Zunächst wurde die Kinase in einem 
Kinasepuffer (20 mM Tris-HCl pH 7,5, 10 mM MgCl2, 0,5 mM CaCl2, 0,25 % RSA) inkubiert. Als 
Positivkontrolle wird 0,025 mU/ml PKC (Phosphorylasekinase C) + 50 µM PMA (Phorbol 12-
Myristate 13-Acetate, Aktivator für PKC) verwendet. Nach Inkubation der PIM-1-Kinasen mit 
radioaktivem ATP und mit Histon1 inkubierten SPA Beads wird der durch Phosphorylierung im 
Histon1 integrierte radioaktive Phosphor gemessen. Diese Tests wurden durch Mitarbeiter der 
Grünenthal GmbH in deren Laboratorien durchgeführt. 
 
II.2.4.1.10 2-Dimensionale PAGE 
Die Methode der 2D-Elektrophorese trennt Proteine gemäß zwei verschiedener Eigenschaften in 
zwei unterschiedlichen Schritten: in der ersten Dimension, der isoelektrischen Fokussierung (IEF), 
werden die Proteine gemäß ihres isoelektrischen Punktes (IEP) aufgetrennt; in der zweiten 
Dimension, der SDS-PAGE, werden die Proteine entsprechend ihres Molekulargewichtes (MW) 
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aufgetrennt. Die verwendeten IPG-Strips (7 cm) umfassten einen pH-Bereich von z.B. 3 bis 10. 
Sämtliche Geräte und Materialien wurden, falls nicht anders vermerkt, von der Firma Biorad 
hergestellt. Die Verwendung hochreinen Wassers bester Qualität war unbedingte Voraussetzung. 
 
Rehydratisierung / erste Dimension 
Die IP-Gelstreifen wurden mit 125 µl der Proteinprobe, gelöst in Harnstoff und CHAPS, in ein 
Rehydratisierungstray pipettiert und ü.N. bei 50 V und 20°C aktiv rehydratisiert. Nachdem die 
naßen Filterstreifen an den Elektroden zugefügt worden sind, wurde das folgende Programm 
gestartet: 
500 V Vh: 250 
1000 V Vh: 500 
8000 V Vh: 6500 
500 V hold 
Hierbei handelt es sich um die sogenannte erste Dimension, die die Proteine isoelektrophoretisch 
(elektrophoretisch) nach ihrem isolektrischen Punkt auftrennt. 
 
Zweite Dimension 
Für die Durchführung der zweiten Dimension wurden die IP-Gelstreifen zuerst in dem ersten 
Äquilibrierungspuffer mit 100 mg DTT / 10 ml Äquilibrierungspuffer für ca. 15 Minuten 
äquilibriert. Anschließend wurden die IP-Gelstreifen im gleichen Äquilibrierungspuffer jedoch statt 
DTT mit zugefügten 250 mg Iodoacetamid / 10 ml Äquilibrierungspuffer für weitere 15 Minuten 
inkubiert. Schließlich wurden die Streifen auf ein SDS-Gel gelegt und mit 52°C erwärmten niedrig 
schmelzender 0,5%iger Agarose abgedeckt und in einem TGS-Puffer laufen gelassen (20 Minuten, 
120 V; 30 Minuten 180 V). Anschließend wurden die Gele mit Coomassie gefärbt oder auf eine 
Nylonmembran mittels dem Semi-dry-Blotting-System geblottet. 
 
II.2.5 Biophysikalische Methoden 
II.2.5.1 Kalorimetrie 
Die Anzahl der hochauflösenden Kristallstrukturen von biomolekularen Komplexen wächst schnell. 
Die Isothermale-Titrationskalorimetrie und Differenzielle-Scanning-Kalorimetrie sind ergänzende 
Werkzeuge, um die Energetik von Biomolekülen zu untersuchen. Die ITC wird eher verwendet, um 
die Bindungsenergien zwischen Biomolekülen zu untersuchen. Jedoch schafft die Kombination von 
ITC und DSC eine bessere Beschreibung der Thermodynamiken eines Bindungssystems. Der Grund 
hierfür sind globale Parameter wie ΔG, ΔH, ΔS und ΔC, die mit dem ITC erhalten werden, die es 
ermöglichen, ein System zu studieren. Diese resultieren durch konformationelle Veränderungen der 
beteiligten Moleküle während der Bindungsbildung und von Veränderungen, die bei 
Wechselwirkungen zwischen Molekül und Lösungsmittel auftreten, sowie vom Grad der 
Protonierung resultieren [Jelesarov et al., 1999]. 
 
II.2.5.1.1 5300 Nano Isothermal Titration Calorimeter (N-ITC) 
Mittels ITC kann die Energieaufnahme oder -abgabe bei einer Komplexbildung bei konstanter 
Temperatur gemessen werden [Jelesarov et al., 1999]. Im einfachsten Fall reagiert ein Molekül L 
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(Ligand) mit einem anderen Molekül M (Malromolekül/Protein) und bildet einen Komplex ML. Die 
Assoziationskonstante wird als KA = [ML]/[M][L] bezeichnet, wobei die Klammern die 
Konzentration in Einheiten von mol l-1 darstellen und KA hat im obigen Fall die Einheit von l mol-1. 
Ein Titrationsexperiment wird durchgeführt durch Zugabe eines Bindungspartners (genannt Titrant / 
Molekül L) in eine Lösung von M. Nach jedem Hinzufügen eines kleinen Aliquots von L, wird die 
freigewordene oder adsorbierte Energiewärme in der Probenzelle in Bezug zur Referenzzelle, die 
den gleichen Puffer enthält, gemessen. Die Wärmeenergie wird ausgedrückt in elektrischer Kraft 
(Js-1), die benötigt wird, um die Temperaturdifferenz zwischen Probenzelle und Referenzzelle 
möglichst klein zu halten. Beide Zellen befinden sich in einem adiabatischen Mantel. In dieser 
Arbeit wurde das 5300 Nano Isothermal Titration Calorimeter (N-ITC) angewandt. 
 
II.2.5.1.2 DSC / Differential scanning calorimetry 
Das DSC ist die beste experimentelle Technik, um die Energien, die bei konformationellen 
Veränderungen biologischer Makromoleküle frei werden, zu messen. Zu solchen konformationellen 
Veränderungen gehören die thermodynamischen Unterschiede zwischen einer gefalteten und 
ungefalteten Form eines Proteins oder zwischen einer Einzel- und einer Doppelstrang-DNA 
[Jelesarov et al., 1999; Freire et al., 1995]. Weiter kann die thermale Stabilität eines Proteins im 
Vergleich mit und ohne Liganden untersucht werden. Aus der Thermodynamik ist bekannt, dass die 
Gibbs´sche freie Energie beim Phasenübergang stetig ist, falls der Phasenübergang reversibel 
durchlaufen wird. Da die mikroskopische Struktur der neuen Phase von der alten verschieden ist, 
tritt gewöhnlich eine sprunghafte Änderung der Entropie ΔS1→2 am Phasenübergang auf. Dem 
entspricht eine latente Wärme ΔQt = Tt ΔS1→2. Festgestellt wurden hier die Stabilitätsparameter TM, 
ΔH und ΔCp. In dieser Arbeit wurden das Micro DSC III und 6300 N-DSC III verwendet. 
 
II.2.5.2 Massenspektrometrie  
Das Massenspektrometer erzeugt Ionen und trennt diese in der Gasphase nach ihrem jeweiligen 
Masse/Ladungs-Verhältnis, m/z. Das Massenspektrometer kann in drei Bereiche unterteilt werden: 
Ionenquelle, Trennstrecke, Detektor. Die durch die Ionenquelle erzeugten geladenen Teilchen 
(Molekülionen, Fragmentionen) werden auf der Trennstrecke zwischen Ionenquelle und Detektor 
z.B. durch ein Magnetfeld (Sektorenelemente) unterschiedlich stark abgelenkt, oder erfahren 
aufgrund ihres unterschiedlichen Masse/Ladungs-Verhältnisses eine unterschiedliche 
Beschleunigung (time-of-flight Analysatoren, TOF) und treffen an unterschiedlichen Stellen oder 
Zeitpunkten auf dem Detektor auf. Auf Grund der Massenverteilung der verschiedenen tryptischen 
Peptide (Massen-Fingerprint) kann durch Vergleich mit einer Datenbank das ursprüngliche Protein 
identifiziert werden. 
 
Elektrospray-Ionisierung (ESI-Q-TOF-MS) 
Die aus einer auf Potential liegende Metallkapillare austretende Probenlösung wird unter 
Atmosphärendruck in sehr kleine, geladene Tröpfchen dispergiert. Es kommt zu einem 
kontinuierlichen Lösungsmittelverlust dieser Tröpfchen durch Verdampfen von 
Lösungsmittelmolekülen. Unter dem Einfluß des elektrischen Feldgradienten (Potentialdifferenz 
von 20-80 V zwischen der ersten und zweiten Mikroöffnung) werden nur entsprechend geladene 
Moleküle in das Massenspektrometer gelenkt. 
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Abbildung 8: Quadrupol-Flugzeit-Massenspektrometer (Q-TOF-MS) 
 
Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Quadrupol-Flugzeit-Massenspektrometer (Q-TOF-MS) ist 
ein Quadrupol mit einem TOF-Analysator kombiniert. Der Quadrupol kann in zwei vershiedenen 
Modi betrieben werden. Durch Anlegen einer Gleichspannung und der kontinuierlichen Variation 
einer orthogonal angeleten Radiofrequenz können sukzessive Ionen steigender Massen-Ladungszahl 
den Quadrupol in Resonanz durchqueren. Diese erreichen dann das im rechten Winkel (orthogonal) 
angeordnete Flugrohr. Im zweiten Modus werden die im Scanningmodus identifizierte Peptide 
gewisser m/z-Werte durch Einstellung der entsprechenden Radiofrequenz durchgelassen (narrow 
bandpass mode). In einem Hexapol, der zwischen dem Quadrupol Massenanalysator/Massenfilter 
und dem TOF-Analysator positioniert ist, wird ein Argon-Gasdruck aufgebaut (Kollisionszelle), so 
dass die im Quadrupol selektierten Ionen nach Beschleunigung durch Anlegen von Spannung durch 
Kollision mit den Gasatomen fragmentieren (Tandem-in-Space-MS). In beiden Modi liefert der 
TOF-Analysator letztendlich das Massenspektrum. 
 
II.2.6 Kristallisation 
Die dreidimensionale Struktur von Proteinen kann mit röntgenkristallographischen Methoden bis zu 
atomarer Auflösung bestimmt werden. Dabei erhält man ein Strukturmodell mit den Positionen der 
einzelnen Atome. Neben der Kenntnis über die Faltung der Polypeptidkette ermöglicht die 
Untersuchung einer Proteinstruktur auch das Verständnis der Proteinfunktion auf molekularer 
Ebene, z. B. den katalytischen Mechanismus eines Enzyms oder die spezifische Interaktion eines 
Transkriptionsfaktors mit DNA. Prinzipiell können biologische Makromoleküle jeder Art und 
Größe mit kristallographischen Methoden untersucht werden, vorausgesetzt es gelingt, diese zu 
kristallisieren. Durch die grundlegenden Arbeiten an Salzkristallen von Laue und Bragg im ersten 
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Drittel des letzten Jahrhunderts ist es möglich geworden, durch Beugung von Röntgenstrahlen an 
einem Kristall ein Bild von der Anordnung der Atome im Kristall zu erhalten. Die Größe von 
Proteinmolekülen erforderte jedoch neue kristallographische Methoden, die erstmals von Perutz und 
Kendrew bei den Strukturbestimmungen von Hämoglobin bzw. Myoglobin angewandt wurden. Die 
Röntgenstrukturanalyse erfordert mehrere Arbeitsschritte, die hier näher vorgestellt werden: die 
Kristallisation, die Aufnahme von Röntgenbeugungsdaten, die Bestimmung der Phasen, die 
Interpretation der Elektronendichte und Verfeinerung des Strukturmodells.  
 
Kristallisation 
Zur Röntgenstrukturanalyse wird das Protein im kristallinen Zustand benötigt, und zwar in Form 
von möglichst perfekt aufgebauten, einzelnen Kristallen (0,3 mm x 0,3 mm x 0,3 mm), die auch 
Einkristalle genannt werden. Während viele der früher sehr zeitaufwendigen Arbeiten, z. B. die 
Aufnahme und Auswertung von Beugungsdaten oder die Verfeinerung eines Strukturmodells, durch 
technologische und methodische Fortschritte außerordentlich beschleunigt wurden, ist die 
Kristallisation von biologischen Makromolekülen auch heute noch eine Technik, die auf dem 
Prinzip von Versuch und Irrtum beruht und deren Ergebnisse nicht vorhersagbar sind. Die 
Eigenschaften eines Proteins, wie Molekulargewicht, Aminosäuresequenz oder isoelektrischer 
Punkt, geben im Allgemeinen keinen Hinweis auf die Bedingungen, die zur Kristallisation 
erforderlich sind. Allerdings erlauben molekularbiologische Techniken die Überexpression und 
Reinigung von Proteinen in großen Mengen, wodurch viele hundert Kristallisationsbedingungen in 
kurzer Zeit getestet werden können.  
 
II.2.6.1 „Hampton research Screen“ 
Unter Verwendung der Sparsematrix „Hampton Research“ Kristalscreen, ist es möglich in kurzer 
Zeit weite Bereiche von pH, Salzen und Präzipitanten unter Verwendung von sehr geringen Proben 
(50 Mikroliter) des Makromoleküls zu prüfen. Die Puffer und pH-Bereiche, die für Kristallscreene 
verwendet werden, haben bewiesen, für makromolekulare Kristallisation geeignet zu sein. Das 
Protokoll, das im Kristallscreen verwendet wird, wertet 50 einzigartige Kombinationen von pH, 
Salzen, Präzipitanten aus und prüft ihre Wirkung auf das Kristallwachstum. Ergebnisse aus einem 
initialen Kristallscreen können verwendet werden, um Kristallisationsbedingungen zu optimieren, 
sodass für die Röntgen-Diffraktionsanalyse geeignete Kristalle gewonnen werden.  
 
II.2.6.2 Dampfdiffusion 
Zur langsamen Erhöhung der Konzentrationen von Protein und Präzipitans wird am häufigsten die 
Methode des „hanging drop“ (hängenden Tropfen) angewandt. Hierbei wird ein kleines Volumen 
(1-2 µl) einer konzentrierten Proteinlösung (5-40 mg/ml) mit dem gleichen Volumen einer 
konzentrierten Lösung von Präzipitans und Puffer gemischt. Der Tropfen sollte initial klar bleiben. 
Das Deckglas wird umgedreht und auf einer Kunststoffplatte über einer Vertiefung aufgesetzt und 
durch einen Film von Silikonöl oder -fett abgedichtet, wodurch der Tropfen sich nun in einem 
geschlossenem System befindet. Da in dem „hanging drop“ die Präzipitationslösung nur halb so 
konzentriert ist wie im Reservoir, verringert sich das Volumen des Tropfens durch Dampfdiffusion. 
Dadurch erhöhen sich langsam die Konzentrationen des Makromoleküls und des Präzipitanten im 
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„hanging drop“ bis eine Übersättigung und unter günstigen Bedingungen eine Kristallisation des 
Proteins eintritt. 
 
II.2.6.3 Präparieren des Proteinkristalls   
 
a) Stickstoff Schockgefrierung 
Kristalle von Proteinen, Peptiden, Nukleinsäuren und Viren werden bei einer Temperatur von 100 
Kelvin schockgefroren.  Um die Bildung kristallinen Wassers (Eis) zu vermeiden und somit das 
Erscheinen sogenannter Eisringe in den Diffraktionsbildern zu verhindern, werden diesen 
Kryoprotektoren zugegeben. Die Eisbildung würde die Einheitszellen des Proteinkristalls zerstören 
und es könnten keine Diffraktionen des Proteinkristalls vorgenommen werden. Als Kryoprotektor 
wird meist 20% bis 30%iges Glycerol verwendet, wobei die Kristalli initial einer 5% 
Glycerollösung zugegeben werden und diese in 5%-Schritten bis 20-30% bei konstanter 
Konzentration des Präzipitanten erhöht wird. 
 
b.) Kristall in Glaskapillare 
Proteinkristalle enthalten große Kanäle zwischen den Proteinmolekülen, die mit der Pufferlösung 
gefüllt sind (meist ca. 50-60% des Kristallvolumens). Sie sind aus diesem Grund sehr empfindlich 
gegenüber mechanischer Beanspruchung und müssen ständig von einer Lösung, die meist der 
Reservoirlösung des Kristallisationsversuchs entspricht, umgeben sein. Um den Einfluß der 
Schockgefrierung auf die Diffraktionseigenschaften der Proteinkristalle zu untersuchen, kann man 
die Proteinkristalle auch im ungefrorenen Zustand untersuchen.  Dazu wird der Kristall für weitere 
Experimente in eine dünne Quarzkapillare mit einem Durchmesser von ca. 0,3 bis 1,0 mm gegeben 
und die ihn umgebende Lösung fast vollständig entfernt, wodurch der Kristall immobilisiert wird 
und ungefähr in der Mitte der Kapillare auf der Glasoberfläche zu liegen kommt. An einem Ende 
der Kapillare wird dann etwas Reservoirlösung einpipettiert, um das Austrocknen des Kristalls zu 
verhindern und die Kapillare anschließend an beiden Enden luftdicht mit einem Wachsstopfen 
versiegelt. 
 
II.2.7 Röntgenstrukturanalyse 
 
II.2.7.1 Datensammlung und Datenprozessierung 
Die experimentelle Meßanordnung zur Röntgenbeugung besteht aus einer Röntgenstrahlungsquelle, 
einem Goniometer sowie einem CCD-Detektor oder einer Image-Platte. Das gefrorene 
Proteinkristall wurde auf das Goniometer eines Röntgengenerators fixiert, und die Bilder an einer 
Mar345 Image-Platte unter Verwendung von Röntgenstrahlung einer rotierenden Kupferanode 
(CuKα-Strahlung bei 1,542 Å, Rigaku, Japan) gesammelt. Die Diffraktionsdaten wurden indiziert 
und integriert durch Verwendung von DENZO und SCALEPACK [Otwinowski et al., 1997]. Die 
Daten wurden für 120 Bilder separat integriert und auf Mosaizität, Auflösung, Spotsymmetrie und 
Hintergrund optimiert. Nach der Optimierung der Parameter der einzelnen Bilder, wurden die 
Datensätze fusioniert. Die Zelleinheiten wurden durch die Methode der kleinsten quadratischen 
Abweichungen weiter verfeinert.  
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II.2.7.2 Phasierung 
Die an einem Kristall gebeugten Röntgenstrahlen enthalten die komplette Information über die 
dreidimensionale Anordnung der Atome in dem Kristall. Diese Information ist in den drei 
beschriebenen Größen einer elektromagnetischen Welle, der Wellenlänge, der Amplitude und der 
Phase enthalten. Eine Messung der Phase ist prinzipiell nicht möglich, wodurch ein entscheidender 
Teil der Information über die Anordnung der Atome im Kristall verloren geht. Da sich die Atome in 
einer regelmäßigen, sich periodisch wiederholenden räumlichen Anordnung im Kristallgitter 
befinden, kommt es zur Interferenz der von den Atomen emittierten Röntgenstrahlung. Meist führt 
diese Interferenz zur Auslöschung, aber in bestimmten Richtungen ergibt eine konstruktive 
Interferenz einen in Bezug auf den Primärstrahl gebeugten Röntgenstrahl. Die Richtung des 
gebeugten Röntgenstrahls ist dabei von dem kristallinen Gitter abhängig. Für diese Beziehung gilt 
das Braggsche Gesetz: 
2D ⋅ sinθ = λ 
Die Beugung der Röntgenstrahlen mit der Wellenlänge λ und dem Winkel θ an einem Kristall wird 
dabei als Reflexion an einer imaginären Ebenenschar aus parallelen Ebenen beschrieben, die den 
Abstand D voneinander haben. Somit ist es möglich, den Abstand D zwischen den parallelen 
Ebenen und damit die Größe der Einheitszelle zu bestimmen. Tatsächlich ist die Beugung des 
Primärstrahls das Ergebnis der Interferenz aller Röntgenstrahlen, die von sämtlichen Atomen im 
Kristall emittiert werden. Der mathematische Zusammenhang zwischen den Positionen der Atome 
in der Einheitszelle und den gebeugten Röntgenstrahlen kann durch eine Fourier-Transformation 
beschrieben werden. Die Elektronendichte ϕ an jedem Punkt (x, y, z) im Kristall läßt sich aus der 
Strukturfaktoramplitude F (h, k, l), die proportional zur Quadratwurzel der gemessenen Intensität I 
für den Reflex (h, k, l) ist, der dazugehörigen Phase α (h, k, l) und dem Volumen V der Kristallzelle 
berechnen: 
ϕ(x, y, z) = 1/V ∑ F(h, k, l) ⋅ e iα(h, k, l) ⋅ e-2Πi(hx+ky+lz) 
 
Molekularer Ersatz 
Die tertiäre Struktur wurde durch die Methode des Molekularen Ersatzes unter Verwendung des 
Programmes AMoRe gelöst [Navaza et al., 1994], das dem Programmpaket CCP4 angehört. 
 
II.2.7.3 Modelbau und -verfeinerung 
Das initiale Modell, erhalten nach dem molekularen Ersatz, wurde der reziproken Verfeinerung und 
dem simulierten „Annealing“ unter Verwendung des „CNS Program Suite“ unterworfen [Brünger et 
al., 1987]. Atome wurden dem Suchmodell entfernt, wenn sie nicht in die berechnete 
Elektronendichte passten. Anschließend wurde das Modell ersten Runden des simulierten 
„Annealing“ unterworfen. Hierfür wurden „harmonic restraints“ verwendet. Nach der Verfeinerung 
des starren Körpers, wurden die 2F0 - FC und F0 - FC Elektronendichtekarten im Programm “O” 
visualisiert [Jones et al., 1991].
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III.1 Klonierung 
Ziel des genetischen Klonierungsexperiments ist die Isolierung des pim-1-Gens aus dem humanen 
Organismus und dessen Vermehrung in einem anderen, wie z.B. einem Bakterium. Zunächst wird 
dem Spenderorganismus genomische DNA entnommen und mit Hilfe der "molekularen Schere" in 
Fragmente zerlegt. Diese Fragmente werden in ein geeignetes Plasmid kloniert. Der rekombinante 
Vektor wird in E. coli transformiert, vermehrt und weiter verarbeitet. 
 
Die Grünenthal GmbH hatte die Nukleotidsequenz der pim-1 in das Plasmid pCRII-TOPO kloniert, 
sodass die pim-1 mit einigen N-terminalen Tag´s u. a. einem His-Tag vorlag. Das Ergebnis der 
Expression dieses Konstruktes waren „Inclusion bodies“. Ein Grund für das Bilden von „Inclusion 
bodies“ können instabile Proteine sein. Die pim-1 wurde aus dem ursprünglichen Vektor pCRII-
TOPO (Grünenthal GmbH) in den pET22b+-Vektor umkloniert, indem dem pET22b+-Vektor durch 
Schneiden an den Schnittstellen Nde I und Eag I der pelB leader entfernt wurde. Das ursprüngliche 
pim-1-Gen wurde mittels PCR amplifiziert und in den modifizierten pET22b-Vektor an den 
Restriktionsschnittstellen Nde I und Eag I kloniert. Die pim-1, die in dem pET22b+-Vektor 
rekombinant vorliegt, kann in diesem Vektor in großen Mengen exprimiert werden. Dadurch 
können ausreichende Mengen des Proteins für eine umfassende Charakterisierung des Enzyms, aber 
auch für die Proteinkristallisation und anschließende Röntgenstrukturanalyse, erhalten werden. Die 
Vorwärts- und Rückwärts-„Primer“ wurden so gewählt, dass sie neben den Sequenzen, die homolog 
zu den Enden des pim-1-Gens sind, ein für die Aufreinigung und Kristallisation geeignetes 
Konstrukt erhalten wird. Wichtig hierfür sind ein C-terminaler His-Tag, die pim-1-DNA 
(Nukleotidsequenz), die die Information für die pim-1 trägt, sowie die Enzymschnittstellen Nhe I, 
Xma I, Eag I und Nde I, um sich weitere molekularbiologische Arbeiten offenzuhalten.  
 
Vorwärtsprimer: 
P_V (Nde I und stille Nhe I): 
5´gacgactcatATGCTCTTGTCCAAAATCAACTCGCTAGCCCACC 3´ 
       Nde I         Nhe I 
 
Rückwärtsprimer: 
P_R (Eag I and stille Xma I): 
CAGCCTGTCCCCGGGGCCCAGCAAAGCGGCCGatcgcgag 
    Xma I        Eag I 
Reverse zu bestellen: 
5´ctcgcgatCGGCCGCTTTGCTGGGCCCCGGGGACAGGCTG 3´ 
 
Mit den Primern PIM_V und PIM_R wurde das pim-1-Gen in PCR-Reaktionen im 50µl-Maßstab 
amplifiziert, siehe Abbildung 9.  
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Abbildung 9: pim-1-Amplifizierung 
Mit den Primern PIM-1-V und PIM-1-R wurde eine PCR mittels MWG-Thermocycler erfolgreich durchgeführt, wie dem Gelbild zu entnehmen ist. 
Die Konzentration des PCR-Amplifikats auf dem Gelbild ist auf ungefähr 150 ng/µl zu schätzen. 
 
Nach der Reaktion wurde ein Aliquot (5µl) der Reaktionen elektrophoretisch im Agarosegel 
aufgetrennt, um Qualität und Ausbeute der PCR-Produkte zu ermitteln (Abbildung 9). Der Rest der 
Ansätze wurde mit dem Kit von Qiagen „PCR-Purifikation Qiagen“ von störenden Primern, 
Nukleotiden, Salzen und Polymerase gereinigt (siehe Abbildung 10A), mit Nde I / Eag I verdaut 
und erneut im Agarosegel aufgetrennt (siehe Abbildung 10B).  
Abbildung 10 
A. I  mit Qiagen Purification gereinigtes pim-1-Amplifikat, III mit Qiagen Purification gereinigtes pim-1-Amplifikat, V pST weight ladder  
B. I  gereinigtes pim-1-Amplifikat (geschnitten mit NdeI/EagI), III gereinigtes pim-1-Amplifikat (geschnitten mit NdeI/EagI), V pST weight ladder, 
VI  gereinigtes pim-1-Amplifikat (geschnitten mit NdeI/EagI), VIII gereinigtes pim-1-Amplifikat (geschnitten mit NdeI/EagI) 
 
Das so prozessierte pim-1-Gen wurde in den Expressionsvektor pET22b+ ligiert (siehe Abbildung 
11) und anschließend in E. coli DH5α transformiert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I    II    III   IV   V    VI   VII  VIII  IX
1    ------------------- 
2    Pim-1-Amplifikat 
3    Pim-1-Amplifikat 
4    Pim-1-Amplifikat 
5    ------------------- 
6    Pim-1-Amplifikat 
7    Pim-1-Amplifikat 
8    Pim-1-Amplifikat 
9    pST weight ladder  
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I          II        III      IV       V
 I      Ligation der Nde I / Eag I – restringierten pET22b+ - Vektor und Pim-1 
  
 II ------------------ 
  
 III    Ligation der Nde I / Eag I – restringierten pET22b+ - Vektor und Pim-1 
  
 IV ------------------   
  
 V     pST weight ladder 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 11: Ligation des pET22b-Vektors und der amplifizierten pim-1  
Ligation des pET22b-Vektors und der amplifizierten pim-1 an ihren Schnittstellen Nde I und Eag I 
 
Um den Einbau des pim-1-Gens in den Expressionsvektor zu überprüfen und um zu kontrollieren, 
dass in der PCR keine Mutationen in das Gen eingeführt worden sind, wurden die Plasmide 
präpariert und ca. 600 ng/28 ml H2O + 2 µl Primer zum Sequenzieren gegeben, siehe Material und 
Methoden, II.2.1.2. Von dem Klon, dessen Plasmid das pim-1-Gen richtig eingebaut und eine stille 
Mutation enthielt, wurde eine Glyzerinkultur hergestellt. Das Plasmid wurde mit pKB0205 
bezeichnet. Nach Transformation von E. coli BL21 wird das Protein PIM-1 exprimiert, isoliert und 
affinitätsgereinigt. 
 
III.2 Expression 
Für die Expression wurden die Plasmide pKB0205 in E.coli BL21(DE3) transformiert, da in diesen 
Zellen die Bildung der T7-RNA-Polymerase und damit die Expression des klonierten Gens durch 
IPTG induziert werden kann. Der E. coli - Stamm BL21 ist besonders geeignet für die Expression 
rekombinanter Proteine, da er defizient an bakteriellen Proteasen ist [Sugimura et al., 1988]. Von 
diesem Klon wurde eine 15%ige Glyzerinkultur hergestellt. Zunächst wurden unterschiedliche 
Bedingungen für die Expression des rekombinanten pim-1-Gens getestet. So wurden die 
Induktionstemperaturen, die Zelldichte (OD600nm) zum Zeitpunkt der Induktion mit IPTG sowie die 
anschließende Inkubationsdauer bis zur Zellernte variiert. Um die Expression unter den jeweiligen 
Bedingungen auswerten zu können, wurden die Proteine der Zellen vor und zu den verschiedenen 
Zeitpunkten nach der Induktion mit IPTG auf SDS-Polyacrylamidgelen und Western Blotte 
analysiert. Das pim-1-Gen ließ sich in E. coli unter allen getesteten Bedingungen sehr gut 
exprimieren. Die Expression der PIM-1 erfolgte im 1000 ml - Maßstab. Die Analyse der 
Zellproteine auf den Coomassie-gefärbten SDS-Polyacrylamidgelen zeigte eine deutlich sichtbare 
Bande bei etwa 35 kD, der erwarteten Größe der rekombinanten pim-1 mit His-Tag. Durch 
Verlängern der Expressionszeit von acht Stunden auf 12 bis 16 Stunden ließ sich die Ausbeute 
allerdings noch weiter steigern. Die optische Dichte (OD600nm), bei der die Zellen induziert worden 
waren, hatte wenig Einfluß auf die Expression.  
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Abbildung 12: Optimierung der Proteinexpression nach Temperatur.   
Bei 37°C wurde fast kein  Protein gewonnen. Bei Anziehen  und Induktion der Bakterinnekultur bei einer Temperatur von 28°C und 18°C ist sie am 
höchsten. 
 
Durch Variieren der Temperatur bei der Induktion und Expression konnte die Proteinausbeute 
deutlich beeinflußt werden. Die Analyse der Zellproteine auf den Coomassie-gefärbten SDS-
Polyacrylamidgelen bzw. Westernblotte zeigten eine deutlich sichtbare Bande bei einer Induktions- 
und Expressionstemperatur von 28°C, die bei 18°C noch deutlich verbessert wurde, siehe 
Abbildung 12. Bei 37°C jedoch war nur eine schwache Expression bzw. Proteinausbeute zu 
beobachten. Die Ergebnisse der Testexpressionen dienten als Grundlage für die Expression des pim-
1-Gens im präparativen Maßstab.  
 
Die Expression wurde zu folgenden Bedingungen optimiert: 
Nach Inokulation der Hauptkultur wurden die E. coli / BL21 / pim-1 für ein bis zwei Stunden bei 
37°C angezogen, um ein für das bakterielle Wachstum günstige Bedingung zu gewährleisten. Nach 
ein bis zwei Stunden wurden die Bakterien ausreichend zum Wachstum animiert und sind in einer 
guten Populationsdichte im Medium vertreten, sodass sie jetzt durch Erniedrigen der Temperatur 
auf 28°C (ein für bakterielles Wachstum suboptimale Temperatur) auf ein gemäßigtes Wachstum 
eingestellt werden können. Bei dieser Temperatur läßt man die E. coli bis zu einer optischen Dichte 
(OD600nm) von 0,4 heranwachsen, um sie dann auf eine Temperatur von 18°C herunterzusetzen. Bei 
dieser Temperatur ist das Wachstum der E. coli reduziert, sodass die E. coli nach Induktion mit 
0,7mM IPTG auf Proteinexpression einstellt sind. Die Proteinexpression wurde für 12-16 Stunden 
durchgeführt und bei einer optischen Dichte bei 600nm von maximal 1,2 geerntet. Alle weiteren 
Arbeitsschritte wurden strikt bei 4°C ausgeführt. 
 
III.3 Biochemische Charakterisierung 
III.3.1 Aufreinigung mittels Affinitätschromatographie 
Da die PIM-1 als Fusionsprotein mit einem His6-Tag exprimiert wurde, wurde als erster Schritt für 
die Reinigung eine Metall-Chelat-Affinitätschromatographie an mit Ni2+ geladener NTA-Agarose 
durchgeführt. Aus Vorversuchen war bekannt, dass die rekombinante PIM-1-Gen erst bei höheren 
Imidazolkonzentrationen eluiert. Daher wird bereits für den Zellaufschluß ein Puffer mit 5 mM 
Imidazol verwendet. Die Elution unspezifischer Bestandteile von der Nickelsäule erfolgte mit 
einem Puffer mit 20 mM Imidazol bei pH 8,0, die Elution von PIM-1 von der Nickelsäule erfolgte 
mit einem Puffer mit 500 mM Imidazol bei eienm pH-Wert von 8,0. 10 µl der verschiedenen 
Fraktionen wurden auf ein 12%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und gelelektrophoretisch 
aufgetrennt.   
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Abbildung 13: Nickelaffinitätschromatographie der PIM-1 
 
Die Ausbeute der affinitätsgereinigten PIM-1 beträgt circa 0,6 mg/l Bakterienkultur. Wie dem SDS-
Gel aus Abbildung 13 zu entnehmen ist, sind neben der eigentlichen PIM-1-Proteinbande von ca. 35 
kDa auch Banden sowohl im höheren und niederen Massenbereich zwischen 20 und 30 kDa, 70 und 
90 kDa zu finden. Dies lässt auf Verunreinigungen schließen. Weitere Schritte für die Aufreinigung 
der Proteinkinase PIM-1 sind daher notwendig. 
 
Die Nickelaffinitätschromatographie wurde mit anderen zweiwertigen Metallkationen verglichen. 
Hier wurden weiter Optimierungen mit den zweiwertigen Metallkationen Kobalt und Zink sowie 
mit FeCl3 und Ga2(SO4)3 als Metallkationen an der NTA-Affinitätschromatographie durchgeführt. 
 
Nach dem Proteinaufschluß aus den Expressionspellets mittels Lysozym, wurde der 
Proteinüberstand in drei gleich große Fraktionen geteilt. Eine Fraktion wurde über die Nickelsäule 
geführt, die zweite über die Kobalt- und die dritte über die Zink-Säule, siehe SDS-Gele in 
Abbildung 14, Nickel, Kobalt und Zink. 
 
Ni
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Abbildung 14: Affinitätschromatographie der PIM-1, Nickel, Kobalt und Zink 
Affinitätschromatographie der PIM-1 im Vergleich verschiedener zweiwertiger Metallionen: Nickel, Kobalt und Zink 
 
An den SDS-Gelen dieser drei verschiedenen Metallkation-Affinitätschromatographien konnten 
keine wesentlichen Unterschiede in der Homogenität und Quantität der Proteinausbeute festgestellt 
werden. Demzufolge ist es unbedeutend, welche der drei Metallkationen für die 
Affinitätschromatographien verwendet wird. Für weitere Arbeiten wurde die Nickel-
Affinitätschromatographie verwendet. 
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In einem weiteren Versuch wurde die Affinitätschromatographie mit Eisenchlorid (Fe3+) und 
Galliumsulfat (Ga2(SO4)3) durchgeführt. Gallium und Eisen sind vor allem für Phosphopeptide 
hochselektiv. Für dieses Experiment wurde ein Proteinaufschluß aus den Expressionspellets mittels 
Lysozym vorgenommen, anschließend den gesamten Proteinüberstand über die Nickel-
Affinitätssäule geführt und danach in 2 gleichgroße Fraktionen geteilt. Eine Fraktion wird über die 
FeCl3 - Säule und die zweite über die Galliumsulfatsäule geführt. Diese Experimente werden 
durchgeführt, nachdem eine Phosphorylierung der PIM-1 nachgewiesen wurde, werden aus 
Gründen der Klarheit jedoch bereits hier dokumentiert. 
Abbildung 15: Affinitätschromatographie der PIM-1, Ni, Fe3+, Ga3+ 
Affinitätschromatographie der PIM-1 verschiedener Metallkationen: Nickel, Eisen (Fe3+), Gallium (Ga3+) 
 
Die Proteinausbeute ist bei diesen beiden Affinitätschromatographien deutlich geringer als bei den 
Affinitätschromatographien der oberen drei Metallkationen und somit für die Kristallisation des 
Proteins weniger relevant, da neben hoher Qualität auch eine hohe Quantität des Proteins erreicht 
werden soll. Bei der Affinitätschromatographie mit Galliumsulfat können mindestens zwei dicht 
untereinander liegende Banden erkannt werden, die zwei verschiedene Phosphorylierungsformen 
der PIM-1 vermuten lassen. Bei den Affinitätschromatographien mittels Gallium und Eisen sind 
weniger Fremdbanden im Vergleich zu den Affinitätschromatographien mit Nickel, Kobalt und 
Zink zu erkennen. Diese lassen vermuten, dass 2 verschiedene Phosphorylierungsstufen selektiver 
von der Affinitätssäule mittels Gallium oder Fe(III) als Metallkation gebunden wurde [Posewitz et 
al. (1999); Stensballe et al (2001)]. Diese Phosphorylierungsstadien wurden selektiv gegenüber 
dem restlichen großen Anteil an Protein-PIM-1 (die ein anderes Phosphorylierungsstadium 
aufweist, bzw. unphosphoryliert vorliegt) gebunden und somit in einer sehr geringen Menge 
erhalten. Für weitere Arbeiten wurde die Nickel-Affinitätschromatographie verwendet. 
 
Nach Vergleich zwischen den Affinitätschromatographien von Nickel, FeCl3 und Ga2(SO4)3, ist es 
ratsam zwecks höherer Ausbeute die Affinitätschromatographie mit Nickel als zweiwertigem 
Kation zu verwenden. Nach Vergleich der drei Metallkationen Nickel, Kobalt und Zink konnten 
keine bedeutende Unterschiede festgestellt werden und aus Gewohnheit wurde die 
Nickelaffinitätschromatographie weiterverwendet. 
 
Man erinnere sich, dass andere Faktoren die Aufreinigung des His6-Tag-Proteins beeinflußen 
können. Die Tag-Position am C- oder N-Terminus und die Tag-Länge sind 2 Faktoren, die bei der 
Optimierung eines Aufreinigungsprotokolls berücksichtigt werden können. 
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III.3.2 Aufreinigung mittels Anionenaustauscher  
Anschließend wurde eine Aufreinigung mit Anionenaustauscher (MonoQ) bei einem NaCl-
Gradienten von 2%/cv durchgeführt (Gradient bis 50% Puffer B über 25 Säulenvolumen gestreckt). 
Es wurde ein Profil erhalten (s. Abbildung 16), der sich aus mehreren Peaks zusammensetzt. Dieser 
Peak ist in seiner Aufreinigung nicht ausreichend optimiert.  
Abbildung 16: Chromatogramm der PIM-1-Aufreinigung mit Anionenaustauscher 
Chromatogramm der Aufreinigung von PIM-1 mit Anionenaustauscher bei einem NaCl-Gradienten von 2,0 
 
Um eine Umpufferung zu vermeiden und das Protein dadurch nicht unnötig der Einwirkung von 
Proteasen auszusetzen, wurde eine Verdünnung der Proteinmenge aus der 
Nickelaffinitätschromatographie 1:3 mit dem Puffer A der Anionenaustauschchromatographie (25 
mM Tris, 25 mM NaCl, 2 mM DTT, 0.5 mM EDTA) durchgeführt, um den NaCl-Gehalt des 
Proteins aus der Nickelaufreinigung mit einem NaCl-Gehalt von 500 mM NaCl auf ungefähr 180 
mM NaCl zu erniedrigen, damit das Protein PIM-1 an der Sepharose-Matrix der MonoQ-Säule 
binden kann. Die Elution der PIM-1 von dem Anionenaustauscher erfolgt nicht vor 180mM NaCl. 
Gefahren wurde die Anionenaustauscher MonoQ mit 0% - 50% Puffer B (gleiche 
Pufferzusammensetzung wie Puffer A, jedoch mit 2M NaCl) bei einem linearen Gradienten von 25 
Säulenvolumen (cv). 
 
In den SDS-Gelen (Coomassie-Blau-Färbung) konnte eine klarere Bandenbildung um ca. 35 kDa 
(entsprechend der PIM-1-Größe) gezeigt werden. Nach der Aufreinigung mit der 
Anionenaustauscher MonoQ wurden aus jeder Fraktion 10 µl der Probe auf ein SDS-Gel geladen. 
Nach diesem Gel, siehe Abbildung 17, ist zu erkennen, dass vor allem im niedermolekularen 
Bereich (kleiner 35 kDa) Fremdbanden entfernt wurden. Vergleiche Nickelaufreinigung, Abbildung 
13. Die Ausbeute der PIM-1 nach der Aufreinigung mittels Anionenaustauscher beträgt ungefähr 
ein Viertel der Ausbeute der affinitätsgereinigten PIM-1. Nach der Aufreinigung mittels 
Anionenaustauscher wurden 900 µg / 6Liter Bakterienkultur geerntet. 
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Abbildung 17: SDS-Gel der PIM-1-Aufreinigung mit Anionenaustauscher 
 
Zunächst wurde die Aufreinigung mittels Anionentauscher optimiert durch ein niedrigeres Fahren 
des NaCl-Gradienten auf von 2%/cv auf 0.8%/cv (von 5% B auf 22% B in 20 cv = 17 % /20 cv) 
siehe Abbildung 18A.  
 
Abbildung 18: Vergleich PIM-1-Aufreinigung mit MonoQ nach NaCL-Gradienten 
A: Chromatogramm der Aufreinigung von PIM-1 mittels Anionenaustauscher bei einem NaCl-Gradienten von 0,8  
B: Chromatogramm der Aufreinigung von PIM-1 mittels Anionenaustauscher bei einem NaCl-Gradienten von  
 
Es wurde eine Anionenaustauscheraufreinigung erhalten, die nun ein Chromatogramm mit 3 
verschiedenen Peaks zeigt. Der erste und dritte Peak sind weitgehend symmetrisch. Der zweite Peak 
zeigt die grösste Asymmetrie, so dass weitere Heterogenitäten innerhalb diesem Peak erwartet 
werden. Daher wurde der NaCl-Gradient im Bereich der PIM-1-Elution noch flacher gefahren. Die 
Aufreinigung mit der Anionenaustauscher wurde weiter optimiert und mit folgendem NaCl-
Gradienten gefahren: von 0 - 10% B in 5 cv; von 10 - 32% B in 70 cv und von 32 - 100 % in 1 cv 
(s. Abbildung 18B). Somit wird der NaCl-Gradient der Anionenaustauscher für die PIM-1 Elution 
von Abbildung 18A mit 0,8%/cv auf einen NaCl-Gradienten von 0,3%/cv in Abbildung 18B 
erniedrigt. Hier konnte der zweite Peak aus Chromatogramm 18A in drei Peaks unterteilt werden (4, 
5 und 6 in Abbildung 18B). Nach der Aufreinigung mit der Anionenaustauscher sind vor allem im 
höheren molekularen Bereich noch erheblich Fremdbanden zu finden (siehe abbildung 17), die es 
gilt mit weiteren Methoden der Aufreinigung zu entfernen. Als dritte Variante der 
Proteinaufreinigung wurde die Gelfiltration verwendet. Die Gelfiltration trennt Moleküle nach ihrer 
Molekulargröße.  
 
1 2 3 4 5 6 7
I (4P)
II (5P)
III (6P)
I (4P)
II (5P)
III (6P)
A B
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III.3.3 Aufreinigung mittels Gelfiltration 
Die Fraktionen der Anionenaustauscherchromatographie mit hohem Gehalt an Proteinen werden 
geerntet (siehe SDS-Gel Abbildung 17), gepoolt und für eine Gelfiltration weiterverwendet. Dazu 
wurde das Volumen der Lösung auf ein Volumen von 3 ml mittels Amicon-Konzentrator reduziert 
und mit 0,5 ml/min auf eine vorher äquilibrierte GF 26/60 Säule aufgetragen. Die Aufreinigung 
wird bei einer Aufreinigungsgeschwindigkeit von 0.5 ml/min isokratisch mit dem Puffer, bestehend 
aus 25 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 2 mM DTT, 0.5 mM EDTA durchgeführt. Die 
aufgereinigten Proteine wurden in 2ml-Fraktionen aufgefangen und mittels SDS-Gel 
elektrophoretisch aufgetrennt und auf ihre Reinheit überprüft. Fremdbanden sind hier im Vergleich 
zu den Aufreinigungen mittels Ni-Affinitätschromatographie und Anionenaustauscher MonoQ nicht 
mehr erkennbar. Es wurde reines Protein in großen Mengen isoliert. Fremdprotein im oberen und 
unteren Bereich des Proteins PIM-1 sind nicht mehr vorhanden. Es wurde reines Protein PIM-1 
erhalten. 
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Abbildung 19: SDS-Gel (Coomassiefärbung) der PIM-1 nach Gelfiltration 
 
Das Chromatographiebild der Gelfiltration, Abbildung 20A, die nach der Aufreinigung mit der 
Anionenaustauscher MonoQ (s. Abbildung 16) mit allen PIM-1 Peaks durchgeführt wurde, zeigt 2 
Fraktionen mit einem unsauberen Übergang. Dies lässt auf unspezifische Aggregationen des 
Proteins schließen. Diese Aggregationen, die im Chromatographiebild 20A zu sehen sind, sind im 
SDS-Gel nicht mehr zu erkennen (Abbildung 19), da Disulfidbrücken und polare Bindungen im 
SDS-Gel denaturiert werden und das Protein somit nur noch als Monomer vorliegt.  
Abbildung 20: Vergleich der PIM-1 nach GF nach MonoQ / NaCl-Gradient 
A: Chromatogramm der PIM-1 nach Gelfiltration, die der Anionenaustauscher mittels NaCl-Gradienten von 2,0 folgte.  
B: Chromatogramm der PIM-1 nach Gelfiltration, die der Anionenaustauscher mittels NaCl-Gradienten von 0,8 eines gepoolten Peaks folgte. 
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Das Chromatographiebild in Abbildung 20B wurde mittels einer Gelfiltration nach der 
Aufreinigung mit der Anionenaustauscher MonoQ, bei der die verschiedenen PIM-1-Proteine durch 
einen flachen Gradienten aufgetrennt wurden (Abbildung 18A), erhalten. Auf die GF-Säule wurden 
nur gepoolte Proteinfraktionen eines Peaks aus der Aufreinigung der Anionenaustauscher 
aufgetragen. In Folge wird ein Chromatographiebild der Gelfiltration mit nur einem einzigen 
hochsymmetrischen Peak erhalten (siehe Abbildung 20B).  
 
Protein PIM-1, aus den drei Peaks aus der Aufreinigung mit der Anionenaustauscher MonoQ 
wurden separat gepoolt und jede gepoolte Proteinfraktion separat mit der Gelfiltrationssäule 
aufgereinigt und anschliessend in der Kristallisation eingesetzt. Aus solch einer optimierten 
Aufreinigung wurden wesentlich größere Proteinkristalle erhalten. Der Unterschied, der allein auf 
Grund der Aufreinigung beruht, ist deutlich in Abbildung 30 zu erkennen. 
 
III.3.4 Weitere Methoden der Proteinaufreinigung 
Es wurden noch weitere Verfahren zur Reinigung der rekombinanten PIM-1 getestet, aber weder 
mittels Kationenaustauscher an der Sephadex-Säule MonoS noch mittels einer hydrophoben Säule 
konnte die Aufreinigung der rekombinanten PIM-1 weiter optimiert werden. Auf Grund des pI-
Wertes von PIM-1 (pI ~ 5,5) ist nachvollziehbar, dass die ionische Aufreinigung über die 
Anionenaustauscher sinnvoll ist. Für die Aufreinigung mittels Anionenaustauscher wird in der 
Regel ein Puffer benötigt, der einen pH-Wert aufweist, der größer ist als der pI-Wert des Proteins. 
Für die Aufreinigung mittels Kationenaustauscher wird tendenziell ein Puffer benötigt, der einen 
pH-Wert aufweist, der kleiner ist als der pI-Wert des Proteins. 
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III.3.5 Massenspektrometrische Untersuchungen (ESI/MS) 
 
Abbildung 21: Chromatogramm der Massenspektrometrie  
Chromatogramm der Massenspektrometrie des dritten Peaks der PIM-1 nach der MonoQ mit fünffacher, sechsfacher und siebenfacher 
Phosphorylierung der PIM-1. Der Unterschied der Peaks beträgt von einem Peak zum anderen jeweils 80 Dalton und kann auf einen Unterschied von 
einem Phosphat interpretiert werden werden. Auch die geringste Kontamination mit benachbarten Peaks kann mittels MS gezeigt werden. 
 
Um die Gründe des inhomogenen Verhaltens der PIM-1 Kinase innerhalb der 
Anionenaustauscherchromatographie zu untersuchen wurden die verschiedenen Fraktionen mittels 
Massenspektrometrie untersucht. Mittels ESI/MS konnten für die drei Peaks die Massen bestimmt 
werden. Der erste und dritte Peak der Aufreinigung mit der MonoQ (Abbildung 18A) sind 
symmetrische Peaks, der zweite Peak zeigt sich heterogen. Durch Analysen der einzelnen Peaks 
mittels ESI/MS fand man eine Differenz von 80 Da zwischen jedem folgenden Peak: 1. Peak 37363 
Da, 2. Peak 37442 Da und 3. Peak 37522 Da. Eine Dalton-Größe von 80 läßt auf Phosphat 
schließen. Folglich unterscheiden sich die drei verschiedenen Peaks im Grad der Phosphorylierung 
des Proteins. Basierend auf der theoretischen Masse des Konstruktes entspricht der erste Peak einer 
vierfachen Phosphorylierung, der zweite Peak einer fünffachen Phosphorylierung und der dritte 
Peak einer sechsfachen Phosphorylierung.    
Tabelle I: Vergleich der Massen der PIM-1 nach ATP- oder ANP-Zugaben 
Probe Peak Aufreinigungsmethode Ligand Masse 
A 3 Gelfiltration  37442,398 
B 1 Anionenaustauscher ATP/ Mg2+ 37282,254 
C 1 Anionenaustauscher ANP/ Mg2+ 37282,215 
D 1 Anionenaustauscher ATP/ Mg2+ 37283,480 
E 2 Anionenaustauscher ATP/ Mg2+ 37361,648 
 
80 80
erwartet:       ~36964
beobachtet:   ~37282  4P
+80     5P
+80     6P
+80     7P
3. Fraktion SAX
4P 5P 6P
7P
Ladung
6P
5P
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Die ESI-MS-Analysen ergaben keinen Unterschied der molekularen Masse der PIM-1, gleich, ob 
die PIM-1 mit AMP-PNP (ANP) oder mit ATP behandelt wurde, siehe Tabelle I. Der Unterschied 
der molekularen Masse der PIM-1 begründet sich somit nicht auf die Bindung unterschiedlicher 
Liganden, sondern allein auf dem Grad der Phosphorylierung der PIM-1. Da E.coli nicht für die 
Phosphorylierung von Proteinen bekannt ist, wird eine Autophosphorylierung der PIM-1 
angenommen. 
 
Für die Analyse, an welchen Serin- und Threoninresten der PIM-1 die Phosphorylierung stattfindet, 
wurde das Protein PIM-1 einer MS/MS Analyse unterzogen. Dafür wird das Protein mit Trypsin 
verdaut. Die Proteinfragmente werden anschliessend mittels ESI/MS charakterisiert (siehe auch 
Abbildung 21).  
 
 
Abbildung 22: PIM-1-Sequenz, Peptidfragmente nach Verdau mit Trypsin 
PIM-1-Sequenz, farblich unterschieden nach den Peptidfragmenten erhalten durch tryptischen Verdau 
 
Die gemessenen Peptide wurden in der Abbildung 22 durch Farben unterschieden. Eine weitere 
masspektrometrische Untersuchung mittels ESI/MS/MS läßt erkennen, welche Serin- und 
Threoninstellen phosphoryliert werden. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                      
MLLSKINSLA HLRAAPCNDL HATKLAPGKE KEPLESQYQV GPLLGSGGFG SVYSGIRVSD 
NLPVAIKHVE KDRISDWGEL PNGTRVPMEV VLLKKVSSGF SGVIRLLDWF ERPDSFVLIL 
ERPEPVQDLF DFITERGALQ EELARSFFWQ VLEAVRHCHN CGVLHRDIKD ENILIDLNRG 
ELKLIDFGSG ALLKDTVYTD FDGTRVYSPP EWIRYHRYHG RSAAVWSLGI LLYDMVCGDI 
PFEHDEEIIR GQVFFRQRVS SECQHLIRWC LALRPSDRPT FEEIQNHPWM QDVLLPQETA 
EIHLHSLSPG PSK    0P                                                   1P 
III. Ergebnisse 
48  
 
 
 
Abbildung 23:  
Ergebnisse der ESI/MS/MS-Messungen der Peptidfragmente von PIM-1 nach tryptischem Verdau 
 
Nach der Aufreinigung des Proteins PIM-1 mit der Anionenaustauschersäule MonoQ wurden die 
Gesamtmassen der erhaltenen Fraktionen mit der Massenspektrometrie bestimmt. Es wurden Peaks 
mit zweifacher, dreifacher, vierfacher, fünffacher und sechsfacher Phosphorylierung nachgewiesen. 
Anschliessend wurden die Fraktionen aus jedem Peak einem tryptischen Verdau unterworfen und 
von diesen Peptidfragmenten eine ESI/MS/MS durchgeführt. Aus manchen Fraktionen konnten alle 
Phosphate nachgewiesen werden und deren Phosphorylierungsstelle ermittelt werden. Ausserdem 
fand man einige Phosphorylierungsstellen, die sowohl in phosphorylierter und unphosphorylierter 
Form vorlagen.  
 
Pim peak 1: 
Das Protein PIM-1 der Fraktion, bezeichnet als „pim peak 1“, weist eine Gesamtmasse von 37.123 
Da auf und ist somit zweifach phosphoryliert. Nach Fragmentierung des Proteins konnten mittels 
ESI/MS/MS zwei Phosphorylierungsstellen identifiziert werden. Hierbei handelte es sich um das 
Ser8 (INSLAHLR) und das Ser260 (VSSECQHLER). Das Ser260 wurde phosphoryliert und 
unphosphoryliert nachgewiesen. Inwieweit es sich bei Ser8 um die erste und bei Ser260 um die 
zweite Phosphorylierungsstelle handelt, konnte nicht eindeutig geklärt werden. 
 
 
 
pim peak 
1
pim peak 
2
pim peak 
3 4P
pim peak 
4
pim peak 
5
pim peak 
5b
pim peak 
5c
pim peak 
6
pim peak 
7 6P
6P
(20X 
konzentr iert)
MLLSKINSLAHLR 2P 2P 2P 2P 2P 2P 2P 2P 2P
     INSLAHLR P P P P P P x/P x x/P P P
AAPCNDLHATKLAPGK P P P P
AAPCNDLHATK P x
EKEPLESQYQVGPLLGSGGFGSVYSGIR x x x x/P x x x x P x/P x/P
  EPLESQYQVGPLLGSGGFGSVYSGIR x x x x x
VSDNLPVAIK x x x x x x x x x x x x
HVEKDR
ISDWGELPNGTR x x x x x x x x x
VPMEVVLLK x x x x x x x x x x x x
VPMEVVLLKK x x x
VPMEVVLLKKVSSGFSGVIR
         KVSSGFSGVIR x x P x x
          VSSGFSGVIR x x x x x x x x x x x/P
LLDWFERPDSFVLILERPEPVQDLFDFITER x x x x x x x x
GALQEELAR x x x x x x x x x x
SFFWQVLEAVR x x x x x x x x x x x
HCHNCGVLHR
DIKDENILIDLNR x x x x x x x x x x x x
   DENILIDLNR x x x x
GELK
LIDFGSGALLKDTVYTDFDGTR x x x x x x x
LIDFGSGALLK x x x x x x x x x x x x
           DTVYTDFDGTR x x x x x x x x x x x x
VYSPPEWIR x x x x x x x x x x x x
YHRYHGR
SAAVWSLGILLYDMVCGDIPFEHDEEIIR x x x
GQVFFRQR x x x x
VSSECQHLIR x/P x x/P x/P x/P P P
WCLALRPSDRPTFEEIQNHPWMQDVLLPQETAEIHLHSLSPGPSK
AAALEHHHHHH
Sequenzabdeckung (%) 32 70 32 49 50 46 43 71 51 54
LEGENDE
Masse nicht
bestimmt
Masse nicht
bestimmt
Anzahl Phosphate nacht Gesamtmasse 2P 3P 4P 4P ?P 5P 5P 5P ?P 6P 6P 6P
Anzahl gesehener Phosphate 2P 2P 1P 4P 6P 4P 3P 2P 2P 5P 2P 4P
Anzahl nicht identifizierter Phosphate - 1P 3P - 1P 2P 3P 1P 4P 2P
leere Kästen: Peptid nicht beobachtet
Anzahl Phosphate nach Gesamtmasse 2P 3P 4P 5P 6P ?P
leeres Kästchen nicht gemessen
mit x Peptid gemessen
nP n Phosphate identifiziert
x/P Peptid mit/ohne Phosphat identifiziert
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Pim peak 2: 
Das Protein PIM-1 der als „pim peak 2“ bezeichneten Fraktion weist eine Gesamtmasse von 37.203 
Da auf und ist somit dreifach phosphoryliert. Nach Fragmentierung des Proteins konnten mittels 
ESI/MS/MS jedoch nur zwei Phosphorylierungsstellen identifiziert werden. Hierbei handelte es sich 
um Ser4 und Ser8 im Peptidfragment MLLSKINSLAHLR. Nach den erhaltenen Ergebnissen der 
zuvor untersuchten Fraktion kann vermutet werden, dass es sich bei der Phosphorylierungsstelle 
Ser4 um die dritte Phosphorylierungsstelle handelt. 
 
Pim peak 3: 
Das Protein PIM-1 der als „pim peak 3“ benannten Fraktion weist eine Gesamtmasse von 37.282 
Da auf und ist somit vierfach phosphoryliert. Nach Fragmentierung des Proteins konnte mittels 
ESI/MS/MS jedoch nur eine Phosphorylierungsstelle identifiziert werden. Hierbei handelte es sich 
um Ser8 im Peptidfragment INSLAHLR, einer der ersten Phosphorylierungsstellen. Die vierte 
Phosphorylierungsstelle kann mit den bisherigen Ergebnissen nicht festgestellt werden. 
 
4P: 
Das PIM-1 Protein der als „4P“ bezeichneten Fraktion weist eine Gesamtmasse von 37.282 Da auf 
und ist somit vierfach phosphoryliert. Nach Fragmentierung des Proteins konnten mittels 
ESI/MS/MS alle vier Phosphorylierungsstellen identifiziert werden. Hierbei handelte es sich um 
Ser4 und Ser8 im Peptidfragment MLLSKINSLAHLR sowie um Thr23 und Ser260. Nach den 
erhaltenen Ergebnissen der zuvor untersuchten Peaks kann vermutet werden, dass es sich bei Thr23 
(AAPCNDLHATKLAPGK) um die vierte Phosphorylierungsstelle handelt. 
 
Pim peak 4: 
Das PIM-1 Protein der als „pim peak 4“ bezeichneten Fraktion konnte hinsichtlich seiner 
Gesamtmasse nicht bestimmt werden. Nach Fragmentierung des Proteins konnten mittels 
ESI/MS/MS vier Phosphorylierungsstellen identifiziert werden. Hierbei handelte es sich um Ser4, 
Ser8, Thr23, Ser260. Zwei weitere Phosphorylierungsstellen wurden als Ser51 (E KEPLESQYQV 
GPLLGSGGFG SVYSGIR) und Ser97 (KVSSGFSGVIR) nachgewiesen, die beide sowohl 
phosphoryliert als auch unphosphoryliert beobachtet wurden. Identifiziert wurden in dieser Fraktion 
insgesamt sechs verschiedene phosphorylierte Aminosäuren, jedoch konnte die Gesamtmasse nicht 
identifiziert werden. Nach der Reihenfolge der Elution von der Anionenaustauscher ist es wenig 
wahrscheinlich, dass es sich bei diesem Protein um eine sechfache Phosphorylierung handelt, da der 
nachfolgend eluierte Peak erst fünffach phosphoryliert ist. Anzunehmen ist, dass es sich hier 
entweder um ein vierfach oder fünffach phosphoryliertes Protein mit wechselnden 
Phosphorylierungsstellen von Ser51 und Ser97 handelt. 
 
Pim peak 5: 
Das Protein PIM-1 der als „pim peak 5a/b/c“ bezeichneten Fraktionen, weist eine Gesamtmasse von 
37.302 Da auf und ist somit fünffach phosphoryliert. Nach Fragmentierung des Proteins konnten 
mittels ESI/MS/MS jedoch nur vier Phosphorylierungsstellen identifiziert werden. Hierbei handelte 
es sich um Ser4, Ser8, Thr23 und Ser260. 
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Pim peak 7: 
Die nächste interessante Proteinfraktion die von der Anionenaustauscher eluiert wurde, bezeichnet 
als „pim peak 7“, weist eine Gesamtmasse von 37.382 Da auf und ist somit sechsfach 
phosphoryliert. Hier konnten nach der Fragmentierung mittels ESI/MS/MS nur fünf 
Phosphorylierungsstellen identifiziert werden. Hierbei handelte es sich um Ser4, Ser8, Thr23 und 
Ser260 und die fünfte Phosphorylierungsstelle wurde als Ser51 identifiziert. Bei der sechsten 
Phosphorylierungsstelle könnte es sich um das bereits zuvor identifizierte Ser97 handeln, wobei nun 
alle sechs Positionen komplett phosphoryliert sind. 
 
6P: 
Die nächste interessante Proteinfraktion die von der Anionenaustauscher eluiert wurde, bezeichnet 
als „6P“, weist eine Gesamtmasse von 37.382 Da auf und ist somit sechsfach phosphoryliert. Hier 
konnten nach der Fragmentierung mittels ESI/MS/MS nur vier Phosphorylierungsstellen 
identifiziert werden. Hierbei handelte es sich um Ser4, Ser8, Ser51 und Ser97. 
 
Es kann aus den Ergebnissen, dargestellt in Abbildung 23 mittels ESI/MS/MS induktiv geschlossen 
werden, dass es sich bei den ersten beiden Phosphorylierungsstellen um das Ser8 und das Ser260, 
bei der dritten um das Ser4, der vierten um das Thr23, der fünften und sechsten um das Ser51 und 
das Ser97 handelt. Durch das Auftreten von variabler Phosphorylierung bestimmter Aminosäuren 
treten Inhomogenitäten nach dem Argument der Aufreinigung von Proteinen nach 
posttranslationalen Modifikationen, hier Phosphorylierungsgrad, auf [Breitenlechner et al., 2004]. 
Dadurch entstehen die verschiedenen und heterogenen Peaks in der Aufreinigung mittels der 
Anionenaustauscher, siehe Abbildung 18A. Keine der nachgewiesenen Phosphorylierungen 
befanden sich im Activation Segment zwischen dem DFG- und APE-Motiv der Serin- / 
Threoninkinasen.  
 
Um die Phosphorylierung weiter zu untersuchen, wurde die PIM-1 mittels CIP über Nacht 
dephosphoryliert, siehe Methode II.2.4.1.4. Hierbei wurde ein Proteingemisch aus zwei 
Phosphorylierungsformen erhalten, siehe Chromatogramm ESI/MS, Abbildung 24. Es handelt sich 
um die einfach und zweifach phosphorylierte Form der PIM-1. D.h. es blieben das Ser8 und Ser260 
der PIM-1 phosphoryliert. 
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Abbildung 24: Massenspektrometrie der dephosphorylierten Form von PIM-1 
Chromatogramm der Massenspektrometrie der PIM-1 nach Behandlung mit CIP, Dephosphorylierung. Es wurde ein Gemisch aus einfach und 
zweifach phosphorylierter PIM-1 erhalten. 
 
Es konnte mit dieser Methode hinsichtlich der Phosphorylierung keine homogene Form der PIM-1 
erhalten werden. Es wurde ein Gemisch aus einer monophosphorylierten und diphosphorylierten 
Form der PIM-1 erhalten. Voraussetzung für das Erzielen diffraktionsfähiger Proteinkristalle der 
PIM-1, ist jedoch die Aufreinigung in einer nach ihrem Phosphorylierungsstadium hoch homogenen 
Form. 
 
III.3.6 Zweidimensionale Gelelektrophorese 
Um genauere Kenntnis über die Proteinmuster der unterschiedlichen Phosphorylierungsgrade zu 
erhalten, wurden die jeweiligen Gesamtproteinlysate mit Hilfe der zweidimensionalen 
Gelelektrophorese untersucht. Die Proteinlysate werden in der ersten Dimension aufgrund ihres 
isoelektrischen Punktes fokussiert und in der zweiten Dimension nach ihrem Molekulargewicht 
aufgetrennt. Eine ausführliche Beschreibung dieser Methode ist in Kapitel II.2.4.1.10 beschrieben. 
Es wurden 2 verschiedene IPG-Streifen verwendet, ein IPG-Streifen für den pH-Bereich  4 - 7, ein 
anderer für den pH-Bereich 4,7 - 5,9. Letzterer wurde zur besseren Auflösung der im ersten Gel 
identifizierten Proteinspots gewählt. Die Proteine und ihre unterschiedlichen 
Phosphorylierungsstadien wurden nach der 2D-Gelelektrophorese mit der sehr sensitiven 
Silberfärbung sichtbar gemacht (siehe Abbildung 25). Verwendet wurde eine Präparation der PIM-1 
nach der Nickelaufreinigung, die anschliessend mit TCA präzipitiert wurde, siehe II.2.4.1.5. Nach 
der 2D-Gelelektrophorese wurde für eine hochsensitive Färbung der Proteinauftrennung mit der 
2D-Gelelektrophorese die Silberfärbung nach Heukeshoven et al. (1988) verwendet. Für die 2D-
Gelelektrophorese wurden 10,5 µg/ml PIM-1 verwendet. Dafür wurden 7 µl des 1,5 mg/ml Protein-
Stocks in 1 ml eingesetzt. Die Rehydratisierung erfolgte in einem Volumen von 125 µl. Für den 
Gellauf werden die Gele mit 50 Grad warmer Agarose überschichtet. Zusätzlich wird ein Stück 
Filterpapier am Rand der Gele mit 10 µl BioRad „Precision Marker“ eingefügt. Im Anschluß an den 
Gellauf erfolgt bei dem 1. Gel die Fixierung ü.N. Am nächsten Tag erfolgt die Silberfärbung des 
Gels mit dem „Plusone-Kit“ von Amersham. 
37.045 Da 37.123 Da
1 x P 2 x  P
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Abbildung 25: 2D-Elektrophorese-Gel /Silberfärbung 
A: 2D-Elektrophorese-Gel /Silberfärbung, pH 4-7, 10,5µg /ml, 6 verschiedene Phosphorylierungsstadien erkennbar 
B: 2D-Elektrophorese-Gel /Silberfärbung, pH 4,7-5,9, 10,5µg /ml, 7 verschiedene Phosphorylierungsstadien erkennbar 
 
Abbildung 26: Vergrößerter Ausschnitt von Abbildung 25 A und B 
 
In Abbildung 25A (IPG-Streifen pH 4 - 7) sind sieben dicht beeinander liegende Punkte zu 
erkennen. Hierbei handelt es sich vermutlich um verschiedene Phosphorylierungsformen der PIM-1. 
In Abbildung 25B (IPG-Streifen pH 4,7 - 5,9) sind 8 oder 9 Punkte zu erkennen, die jedoch weiter 
auseinander gezogen liegen als in Abbildung A, zurückzuführen auf die Breite des pH-Wertes des 
IPG-Streifens. Durch den engeren pH-Bereich, der für die Analyse der PIM-1 zur Verfügung 
gestellt wurde, können genauere Ergebnisse gewonnen werden. Es werden beim pH-Bereich 4.7 - 
5.9 acht verschiedene Phosphorylierungsstadien vermutet, im Vergleich zum Gel mit pH-Bereich 4 
- 7, hier werden wegen möglicher Überlagerungen nur sieben Phosphorylierungsstadien vermutet. 
 
III.3.7 Immunologische Nachweisreaktionen 
Über Immunreaktionen läßt sich nachweisen, ob Polypeptide vorhanden sind, die mit einem 
spezifischen Antiserum kreuzreagieren, der gegen die PIM-1 gerichtet ist. 
Masse1 2 33 4 5 6 7
1 2 3 4 5 6 7 8
IPG – Streifen, pH 4 - 7 IPG – Streifen, pH 4,7 – 5,9
A B
pI 5,9, IP – Strip pH 4 - 7 pI 5,9, IP – Strip pH 4,7 – 5,9
Masse
A B
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Abbildung 27: Auftrennung der PIM-1 mittels 2D-Gelelektrophorese 
A: Auftrennung der PIM-1 mittels 2D-Gelelektrophorese  
B: Zusammengesetzter Blot von fünf verschiedenen 2D-Gelelektrophoresen mit verschiedenen Antikörpern, I = AntiPIM1, II = N-16, III = C20, IV = 
19F7, V=AntiHis  zu erkennen (Anti-PIM_GARAP, 27µg/ml, N-16_GAMAP, C20_RAGAP, 19F7_GAMAP, 27µg/ml, AntiHis_GAMAP). 
 
Im Westernblott Abbildung 27A wird gezeigt, dass die PIM-1 aufgrund ihrer Oberflächenladung 
nach ihren Phosphorylierungsstadien elektrophoretisch verschieden  aufgetrennt wurde. Hier wurde 
ein IPG-Streifen pH 4,7 - 5,9 verwendet. Es konnten 8 oder 9 Protein-Spots lokalisiert werden, die 
sich vermutlich durch den Grad der Phosphorylierung der PIM-1 unterscheiden, siehe auch 
Silbergele in Abbildung 25A und B. 
 
In einem Versuch wurde geprüft, ob unter den verschiedenen anti-PIM Antikörpern Spezifitäten 
gegenüber verschiedenen Phosphorylierungsformen der PIM-1 vorliegen (Abbildung 27B). Die 
folgenden Antikörper wurden auf ihre Affinität an die PIM-1 geprüft: Anti-PIM GARAP, N-16 
RAGAP, C20 RAGAP, 19F7 GAMAP, AntiHis GAMAP. 
 
Tabelle II: Antikörper in ihren eingesetzten Konzentrationen 
1. Antikörper Konz./1. Antikörper 2. Antikörper / alkal. 
Phosphatase 
Konz./2. Antikörper 
AntiHis Mouse 1/5000 GAMAP 1/10000 
19F7 Mouse 1/1000 GAMAP 1/10000 
C20 Goat 1/1000  RAGAP 1/10000 
N-16 Goat 1/1000  RAGAP 1/10000 
AntiPim1 Rabbit 1/1000  GARAP 1/5000 
 
Die ersten Antikörper lagen jeweils in einer Konzentration von 200 µg/ml IgG in PBS-Puffer vor, 
bis auf Anti-Pim1, dieser Antikörper wurde in 0,1 M Tris-Glycine aufbewahrt. Für Western-Blotte 
wurden jeweils Verdünnungen von 1:100 bis 1:1000 angegeben. Durchführung von 2D-
Gelelektrophorese siehe Methoden II.2.4.1.10, Durchführung von Western-Blotten siehe 
Standardprotokoll von Sambrook et al. (1989) und Ausubel et al. (1995). 
 
Die Antikörper binden mit unterschiedlicher Affinität an die PIM-1, eine Abhängigkeit der 
Antikörper vom Phosphorylierungszustand der PIM-1 ist jedoch nicht zu erkennen. Die zwei 
IPG – Streifen, pH 4,7 – 5,9
II
Masse
Antikörper Anti-PIM1, N-16, C20, 19F7, Ko
I IIIII IV V 21.5
31.0
36.5
55.4
A B
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Antikörper C20 und N16, zeigten zwar eine positive, jedoch eine nur schwache Kreuzreaktion mit 
der PIM-1. Es konnte bestätigt werden (Diplomarbeit, Nadine Dyballa), dass keine spezifischen 
Protein-Protein-Wechselwirkungen in Abhängigkeit vom Phosphorylierungsgrad der PIM-1 Kinase 
zu finden sind. Jedoch konnte ein grosser Unterschied zwischen phosphorylierter und nicht-
phosphorylierter PIM-1 gezeigt werden. Wurden Phosphataseinhibitoren eingesetzt, waren die 
Wechselwirkungen der Antikörper mit PIM-1 positiv. Die Phosphorylierung der PIM-1 ist 
Voraussetzung für das Binden mit weiteren Proteinen und/oder seinen Substraten. 
 
III.3.8 Bindepartner der PIM-1 
Nadine Dyballa zeigte im Rahmen einer Diplomarbeit im Projekt PIM-1, dass die immobilisierte 
PIM-1 nur, geschützt durch Phosphataseinhibitoren, in ihrem phosphorylierten Zustand zahlreiche 
Liganden aus der Zelle K562 mittels Magnetobeads binden konnte. War kein Phosphataseinhibitor 
zugegeben worden, wurde PIM-1 durch intrinsische Phosphatasen dephosphoryliert und konnte 
keine Partner mehr binden. 
Abbildung 28 
Inkubationsreihe zum Nachweis der Zeit- und Inhibitor-Abhängigkeit potentieller PIM-1-Bindepartner. Dargestellt sind die „gefischten“ Bindepartner 
der 4fach phosphorylierten PIM-1 Kinase auf einem nach Heukeshoven et al. Silbergefärbten Gel. Der während der Inkubation eingesetzte 
Inhibtormatrix ist oberhalb, die Inkubationsdauer unterhalb des Gels angegeben. 
 
Bei den Bindepartnern der PIM-1 handelt es sich um u. a. PSF, NCL, Hsp90, Hsp70, p54nrb, 
tubulin alpha-1 Beta 5-tubulin, MBP-1, eEF1A1, Mutant beta-actin, Actin alpha 2. 
 
III.3.9 Kinaseassays 
Nach den Kinaseassays konnten keine Unterschiede in der Kinaseaktivität der unterschiedlichen 
Phosphorylierungsstadien der PIM-1 festgestellt werden. Alle 3 Peaks zeigen unabhängig vom Grad 
der Phosphorylierung ähnliche kinetische Parameter. Der Phosphorylierungsgrad beeinflußt somit 
nicht die enzymatische Aktivität. 
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Tabelle III: Kinaseassay der verschiedenen Phosphorylierungsformen der PIM-1 
Peak Counts stddev. 
4 Phosphate 47413 624 
5 Phosphate 47032 329 
6 Phosphate 47399 1405 
 
III.4 Biophysikalische Charakterisierung 
III.4.1 Kalorimetrische Messungen  
III.4.1.1 DSC 
Phasenübergänge sind verbunden mit einer Temperaturänderung, entweder es wird dem System 
Energie genommen oder zugeführt. Diese Temperaturänderung kann mit kalorimetrischen 
Methoden gemessen werden. Die „Differential Scanning Calorimetry“ (DSC) ist die 
gebräuchlichste Methode. Hier wird die Gibbs´sche freie Energie gemessen, die beim 
Phasenübergang stetig frei wird, falls der Phasenübergang reversibel durchlaufen wird. Die 
mikroskopische Struktur der neuen Phase ist von der alten Phase meist verschieden, sodass eine 
sprunghafte Änderung der Entropie ΔS1→2 beim Phasenübergang auftritt. 
 
Abbildung 29: Kalorimetrische Messung der PIM-1 mittels DSC 
A: Dargestellt mit einer linearen Basislinie. B: Dargestellt mit einer sigmoidalen Basislinie. Es konnte kein großer Unterschied der freiwerdenden 
Enthalpie aufgrund der Basisliniendefinition festgestellt werden. Die freie Enthalpie zeigt die konformationelle Veränderung der PIM-1 bei Erhöhen 
der Temperatur. Die kritische Temperatur liegt bei ungefähr 41°C. Es handelt sich hierbei um ein Enzym, das nicht thermostabil ist. 
 
Die Energiedifferenz ΔH beträgt bei 29A 46,8 kcal/mol, bei Abbildung 29B 48,4 kcal/mol. Der 
Unterschied dieser beiden Thermogramme liegt in der verwendeten Basislinie. In Abbildung 29A 
wurde eine lineare Basislinie angelegt, in B eine sigmoidale und eine radiale Linie. Es ist nur ein 
kleiner Unterschied in der Enthalpie-Differenz von knapp 2 kcal/mol zu verzeichnen. Im Vergleich 
zu anderen Proteinen zeigt die Kinase PIM-1 eine niedrige Denaturierungstemperatur 
(Schmelztemperatur). Dies zeigt die hohe Empfindlichkeit dieser Kinase und folglich deren 
schwierige Bearbeitung. 
 
III.4.1.2 ITC 
Ein Titrationsexperiment wird am ITC durchgeführt durch Zugabe eines Bindungspartners (genannt 
Titrant / Molekül L) in eine Lösung von M, dem Makromolekül oder Protein. Nach jedem 
A B
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Hinzufügen eines kleinen Aliquots von L, wird die freigewordene oder adsorbierte Energiewärme 
in der Probenzelle in Bezug zur Referenzzelle, die den gleichen Puffer enthält, gemessen. 
 
Für die PIM-1 konnten keine erfolgreichen Versuche mittels ITC durchgeführt werden. Für eine 
erfolgreiche Messung müssen das Protein PIM-1 (M) und der Inhibitor AMP-PNP (L) mit einem 
Rührer gut vermischt werden, um vernünftige Ergebnisse im Nano-Bereich erzielen zu können. Das 
Protein fällt jedoch bereits beim Rühren aus, sodass keine Assoziationskonstante für PIM-1 und 
AMP-PNP gemessen werden konnte. 
 
III.4.1.3 Temperaturoptimum 
Es wurde davon ausgegangen, dass das Behandeln, Bearbeiten und Aufbewahren des PIM-1-
Proteins bei 4°C günstig ist. Durch kalorimetrische Bedingungen wurde bestätigt, dass die PIM-1 
nicht thermostabil ist. Mittels DSC wurde eine Denaturierung der 3D-Konformation der PIM-1 
schon bei 42°C erreicht.  
 
III.4.2 pH-Optimum 
Die optimale Enzymaktivität lag, unabhängig von der Reaktionsdauer, in einem pH-Bereich von 
6,5-9,0. Das pH-Optimum wurde durch Umpufferungsversuche der PIM-1 in 25 mM Tris bei 
unterschiedlichen pH-Werten geprüft und deren Toleranz anhand seines Verhaltens in Form der 
Präzipitation festgehalten. 
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III.5 Kristallisation 
III.5.1 Kristallisation, Allgemeines 
 
 
Abbildung 30: Vergleich Kristallbildung der PIM-1 nach MonoQ / NaCl-Gradienten 
A: Chromatogramm der PIM-1-Aufreinigung mit Anionenaustauscher bei einem NaCl-Gradienten von 2,0%/cv, daneben Kristallisationsansatz, der 
lediglich eine Nadelbildung zeigt. 
B: Chromatogramm der PIM-1-Aufreinigung mit Anionenaustauscher bei einem NaCl-Gradienten von 0,8%/cv, sodass PIM-1 nach 
Phosphorylierungsstadien unterschieden werden kann. Gepooltes Protein aus einer homogenen Phosphorylierungsform zeigt im gleichen 
Kristallisationsansatz Stäbchenbildung. 
 
Bei der anfänglichen Aufreinigung mit der Anionenaustauscher MonoQ und einem NaCl-
Gradienten von 2%/cv, wurde ein inhomogener Peak erhalten (III.3.2, Abbildung 16). Unter 
Verwendung des Proteins aus dieser Aufreinigung für die Kristallisation mit dem Hampton 
Research Screen I konnten in zahlreichen Konditionen, die Polyethylenglykol (PEG) oder geringe 
Mengen an Ammoniumsulfat enthielten, Nadelkristalle erhalten werden. Jedoch war keine eindeutig 
günstige Kristallisationskondition zu erkennen. Neben Überlegungen, in welche Richtung am 
Besten die Konditionen optimiert werden könnten, wurde die Aufreinigung mit der 
Anionenaustauscher weiter optimiert, indem der NaCl-Gradient flacher gefahren wurde (auf 
0,8%/cv). Hiermit wurden drei verschiedene Peaks erhalten, wobei jeder einzelne Peak 
weitestgehend homogen erscheint. Jede dieser Peaks wurden für sich isoliert und jeweils mit einer 
Gelfiltration gereinigt. Das Protein wurde mit 1mM ATP und 2mM MgCl2 inkubiert und in der 
Kristallisation unter Verwendung des „hanging drop vapor diffusion“, „Hampton Research Screen 
I“ eingesetzt und folgende Kristallisationsbedingungen gefunden: 
Kondition 29: 0.8M K, Na-Tartrate, 0.1M Na-Hepes pH 7.5 
Kondition 7: 1.4M Natrium Azetat, 0.1M Na-Kakodylat pH 6.5 
A
B
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In diesen Kristallisationsansätzen wurden deutlich größere Nadelkristalle erzielt, siehe Abbildung 
30. 
 
III.5.2 Homogener Peak / homogener Kristall 
Wie in Abbildung 30 dargestellt, konnte, durch Vergleich der durchgeführten 
Kristallisationsexperimente, der Schluß gezogen werden, dass aus dem ersten Peak, deutlich 
hexagonal geformte Proteinkristalle erhalten wurden. Aus der zweiten Fraktion wurden 
pinselförmige Proteinkristalle (an den Enden fransig) erhalten. Der 1. Peak des Aufreinigungs-
Chromatogramms zeigte eine homogene Form, der zweite Peak eine heterogene Form. Die Ursache 
der unterschiedlichen Qualität der Proteinkristalle lag nicht im ersten oder zweiten Peak begründet, 
sondern am Grad der Homogenität des Proteins, das für die Proteinkristallisation eingesetzt wurde. 
So wird in der Regel ein homogen geformter Peak für eine Aufreinigung mit der 
Anionenaustauscher erwartet, siehe Abbildung 18A, erster und dritter Peak, im Gegensatz zum 
zweiten leicht deformierten Peak. Die Unterschiede für die asymmetrische Form konnte anhand der 
Massenspektrometrie und den Phosphorylierungsvarianten erklärt werden (siehe Abbildung 23). 
Abbildung 31: Vergleich der Kristallbildung nach Art der PIM-1-Aufreinigung 
A: Homogene Stabkristalle aus vierfach phosphorylierter PIM-1 in hochreiner Form  
B: An den Enden fransige Stabkristalle aus fünffach phosphorylierter PIM-1. Der Peak im Chromatogramm der Anionenaustauscher erscheint ähnlich 
fransig. 
 
III.5.3 Vergleich ATP / Inhibitor AMP-PNP 
Die Kristallansätze wurden zuerst ohne Zugabe von Magnesium und ATP/AMP-PNP durchgeführt, 
wobei in diesen Kristallisationsansätzen nur kleine Nadelkristalle erhalten wurden. Bei Zugabe von 
1 mM ATP/AMP-PNP und 2 mM MgCl2 konnten deutlich größere Nadelkristalle erhalten werden, 
wobei kein Unterschied zwischen ATP und AMP-PNP (ANP) zu erkennen war. ATP und ANP 
unterscheiden sich lediglich im Sauerstoff / Stickstoff zwischen dem zweiten und dem dritten  
Phosphor, sodass ANP im Gegensatz zu ATP nicht hydrolytisch gespalten werden kann.  
 
 
 
 
5P
4P
4P
5P
A
B
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Abbildung 32: Unterschied zwischen den chemischen Strukturen von ATP (A) und ANP (B) 
Vergleich der Struktur von ATP und sein Analogon ANP. Die Unterschiede liegen darin, dass das zwischen dem β- und γ-Phosphat des ATP 
befindliche Sauerstoffatom beim ANP durch ein Stickstoffatom substituiert ist. 
 
Bei der Hampton Screen I Kondition 29 (0,8M K, Na-Tartrate, 0,1M Na-Hepes pH 7.5) wurde die 
Wirkung von ATP und ANP verglichen. Die Kristrallisationsbilder 33 A, B, C, D zeigen, dass kein 
Unterschied in der Wirkung des ATP´s und seines Analogons ANP auftritt. Im Kristallansatz in 
Abbildung 33A und C wurde die Serin-/Threoninkinase PIM-1 mit 1mM ATP und 2mM MgCl2 
inkubiert, in Abbildung 33B und D wurde die Serin-/Threoninkinase PIM-1 mit 1mM ANP und 
2mM MgCl2 inkubiert. 
A B
C D  
Abbildung 33: Vergleich ATP- und ANP-Wirkung auf Kristallbildung der PIM-1  
A: 1mM ATP / 2mM MgCl2, 1. Peak,  13,4 mg/ml,  0.8M K, Na Tartrat, 0.1 M Hepes pH 7.5 
B: 1mM ANP / 2mM MgCl2, 2. Peak,  13,52 mg/ml, 0.8 M K, Na Tartrat,  0.1 M Na Hepes pH 7.5 
C: 1mM ATP / 2mM MgCl2, 2. Peak, 11,.97 mg/ml,  0.8 M K, Na Tartrat,  0.1 M Na Hepes pH 7.5 
D: 1mM ANP / 2mM MgCl2, 2. Peak, 12,98 mg/ml,  0.8 M K, Na Tartrat,  0.1 M Na Hepes pH 7.5 
 
III.5.4 Optimierungen der Kristallisationskonditionen 
Die Kristallisationsbedingungen aus Hampton Research Screen I mit den Nummern 
29: 0.8M K, Na-Tartrate, 0.1M Na-Hepes pH 7.5 
7: 1.4M Natrium Azetat, 0.1M Na-Kakodylat pH 6.5 
A B
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wurden weiter nach pH-Wert und Molarität von K, Na-Tartrat bzw. Na-Kakodylat optimiert. 
 
III.5.4.1 NaCl-Gehalt 
A B
C D  
Abbildung 34: Optimierung der Kristallisationskonditionen nach NaCl-Gehalt 
A. 2. Peak, 13 mg/ml,  1mM ANP,  2 mM MgCl2,  0,7 M K, Na Tartrat,  0,1 M MES pH 6.75,  5% Glycerol, 50 mM NaCl dialysiert 
B. 1. Peak, 7,4 mg/ml, 1mM ANP,  2 mM MgCl2,  0,7 M K, Na Tartrat,  0,1 M MES pH 6.75,  5% Glycerol, 150 mM NaCl 
C. 2. Peak, 13 mg/ml,  1mM ANP,  2 mM MgCl2,  0,7 M K, Na Tartrat,  0,1 M MES pH 7.12,  5% Glycerol, 50 mM NaCl dialysiert 
D. 1. Peak, 7,4 mg/ml, 1mM ANP,  2 mM MgCl2,  0,7 M K, Na Tartrat,  0,1 M MES pH 7.12,  5% Glycerol, 150 mM NaCl  
 
Abbildung 34A unterscheidet sich rein optisch gesehen von Abbildung 34B dadurch, dass 
Abbildung 34B eine klarere Proteinlösung zeigt als Abbildung 34A. Abbildung 34B zeigt zwar 
längere Nadelkristalle, jedoch zeigen diese keinen größeren Durchmesser als die Nadelkristalle in 
Abbildung 34A. In Abbildung 34A scheint sich ein Proteinkristall mit kubischem Habitus zu 
entwickeln. Ähnliche Unterschiede sind zwischen der Abbildung 34C und 34D erkennbar. In 
Abbildung 34C sind jedoch sogar Stabkristalle erkennbar. Die Abbildungen 34A bis 34D zeigen das 
unterschiedliche Verhalten des Proteins PIM-1 bei unterschiedlichem NaCl-Gehalt. Die 
Kristallisationsbedingungen wurden bei 150 mM NaCl optimiert. Nun wurde das gleiche Protein 
bei 50 mM NaCl dialysiert und unter identischen Bedingungen zur Kristallisation angesetzt. Bei den 
Kristallisationsansätzen von Protein mit 50 mM NaCl werden im Vergleich zu 150 mM NaCl 
Präzipitationen mit einer größerer Anzahl an Nadelbildung erhalten. Diese erhöhte 
Präzipitatbildung kann jedoch auf einen erhöhten Proteingehalt, 13 mg/ml im Gegensatz zu 7,4 
mg/ml, zurückzuführen sein. Auch bei Proteinansätzen mit 300 mM NaCl wurden bei gleichen 
Pufferbedingungen im Vergleich zu 150 mM NaCl eine deutlich höhere Nadelkristallbildung 
beobachtet. 
 
III.5.4.2 Glycerol 
Kristallisation ohne Glycerol / mit 5% Glycerol 
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Abbildung 35: Optimierung der Kristallisationskonditionen nach Glycerol-Gehalt 
A. 2. Peak,  18 mg/ml,  1 mM ANP, 2 mM MgCl2, 0,7 M K, Na Tartrat,  0,1 M Hepes pH 6.0,  50 mM NaCl 
B. 1. Peak,  7.385 mg/ml, 1 mM ANP, 2 mM MgCl2,  0,7 M K, Na Tartrat,  0,1 M MES pH 7.12,  150mM NaCl, 5% Glycerol 
 
Abbildung 35A zeigt eine bessere Kristallbildung als Abbildung 35B. Abbildung 35B wurde mit 
5% Glycerol angesetzt. Alle Kristallisationsbedingungen mit 5% Glycerol zeigen klarere 
Proteinlösungen. Die klarere Proteinlösung könnte hier jedoch auch auf den geringeren 
Proteingehalt zurückzuführen sein. Durch Vergleich mit unteren Ergebnissen, III.5.4.3, wird jedoch 
deutlich, dass dieses Phänomen auf den 5%igen Glycerolgehalt zurückzuführen ist. 
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III.5.4.3 Kristallisationskonditionen 
 
 
A B
C D
E F
 
Abbildung 36: Optimierung der Kristallisationskonditionen nach Puffer 
A. 2. Peak, 18 mg/ml,  1 mM ANP,  2 mM MgCl2,  0,7 M K, Na -Tartrat,   0.1 M Hepes pH 6.0,   150 mM NaCl, 0.02% NaN3 
B. 2. Peak, 18 mg/ml, 1 mM ANP,  2mM MgCl2, 0,2 M Natrium Azetat,   0.1 M Tris pH 7.5,   150 mM NaCl, 0.0% PEG4000 
C. 2. Peak, 18 mg/ml,  1 mM ANP,  2 mM MgCl2,  0,7 M K, Na -Tartrat,   0,1 M Hepes pH 6.0,  150 mM NaCl 
D. 2. Peak, 18 mg/ml, 1 mM ANP,  2mM MgCl2,  0,2 M Na-Azetat,   0,1 M Tris pH 7.5,   150 mM NaCl, 0.5% PEG4000 
E. 1. Peak, 7,4 mg/ml, 1mM ANP,  2 mM MgCl2, 0,7 M K, Na -Tartrat,   0,1 M MES pH 7.12,   150 mM NaCl,  5% Glycerol 
F. 1. Peak, 7,4 mg/ml, 1mM ANP,  2 mM MgCl2,  0,1 M Natrium Kakodylat,  1,3 M Na-Azetat pH 7.56,  150 mM NaCl,  5% Glycerol 
 
Auch hier fanden wir in den Abbildungen A bis D bestätigt, dass Kristallisationsansätze mit 5% 
Glycerol deutlich klarer blieben, siehe Abbildung E und F. Außerdem zeigen die Bilder 36 D und F, 
dass Natrium Azetat und Natrium Azetat/Kakodylat gleichfalls Stabkristalle von schlankem Habitus 
liefern. Die Kristalle waren jedoch nicht handhabbar, da sie schon bei leichtem Berühren in kleinste 
Teilchen zersprangen.  
 
III.5.4.4 Kristallisation durch Proteaseverdau  
Biologisch aktive Proteine weisen oft große intermolekulare Oberflächen auf. Solche 
Proteinregionen sind meist ungeordnet, da sie sich je nach Funktion ständig verändern (siehe auch 
PIM-1, Phosphorylierungen Ser4, Ser8, Thr23) und lassen sich aufgrund ihrer Flexibilität schwer 
kristallisieren. Durch den Proteaseverdau im Kristallisationsansatz erhofft man aufgrund von „Trial 
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and Error“ zufällig solch flexible Proteinregionen zu entfernen, sodass der Rest der kompakten 
Struktur erfolgreich kristallisiert werden kann. 
I     II   III   V    VII    IX    XI    XIII   XV I    II   III      V     VII     IX     XI     XIII    XV
A B
 
Abbildung 37: Proteaseverdau mittels Trypsin, Thermolysin, Subtilisin, N-Glycossidase A 
In Abbildung 36 A, erste Spur, wurde das Thermolysin mit einer Inkubationszeit von 3 min bei 4°C eingesetzt, in Spur III mit 10 min Inkubationzeit, 
Spur IV 20 min, Spur V 60 min, Spur VI weitere 7 min bei RT, Spur VIII weitere 18 min bei RT. Das Trypsin in Spur X wurde mit einer 
Inkubationszeit von 3 min bei 4°C eingesetzt, in Spur XI mit 10 min Inkubationzeit, Spur XII 20 min, Spur XIII 60 min, Spur XIV weitere 7 min bei 
RT, Spur XV weitere 18 min bei RT. In Abbildung 36B wurde das Subtilisin in Spur II mit einer Inkubationszeit von 3 min bei 4°C eingesetzt, in 
Spur III 10 min, Spur IV 20 min, Spur V 60 min, Spur VI weiteren 7 min bei RT, Spur VIII weiteren 18 min bei RT. Das N-Glycosidase A im Spur X 
mit einer Inkubationszeit von 3 min bei 4°C eingesetzt, in Spur XI mit 10 min, Spur XII 20 min, Spur XIII 60 min, Spur XIV weiteren 7 min bei RT, 
Spur XV weiteren 18 min bei RT. Marker: Mark12 
 
 
Proteaseverdau mittels Trypsin, Thermolysin, Subtilisin, Glucose C 
Inkubationszeiten: 
Jede Protease wurde für 3 Minuten, 10 Minuten, 20 Minuten, 60 Minuten jeweils bei 4°C, 
anschließend weiteren 7 Minuten und 18 Minuten bei Raumtemperatur mit PIM-1 in einem molaren 
Verhältnis von 1:1000 eingesetzt.  
 
Das Thermolysin zeigt auf dem SDS-Gel unter den gegebenen Bedingungen eine leichte 
Degradation des Proteins, sodass bis zu drei verschiedene, dicht beieinander liegende, Banden zu 
erkennen sind, die mit zunehmender Inkubationszeit deutlicher werden. Unter den gegebenen 
Versuchsbedingungen sind auf dem SDS-Gel mittels Trypsin keine Proteindegradationen zu sehen. 
Die stärkste Degradation wurde mittels Subtilisin festgestellt, die gleichfalls mit zunehmender 
Inkubationszeit zunimmt. Eine Degradation bei RT ist auch bei N-Glycosidase A erkennbar. Von 
solch einer Degradation erhofft man sich eine Abspaltung eines Proteinfragmentes, das zu flexibel 
ist, um eine erfolgreiche Kristallisation des Proteins zu ermöglichen. Dies sollte helfen, die 
Proteinkristallisation weiter zu optimieren. Dabei sollte zunächst eine Protease bevorzugt werden, 
die möglichst wenig degradierend wirkt. Nach und nach werden auch Proteasen geprüft, die zu 
stärkeren Abspaltungen im Kristallisationsansatz führen. 
 
Keine der durchgeführten Proteaseverdaue hat zu einem positiven Resultat in der 
Proteinkristallisation der PIM-1 geführt. 
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III.5.5 Kristallisation durch Dephosphorylierung mitttels CIP 
Möglichst komplette Dephosphorylierung der PIM-1 mittels „Calf intestinal Phosphatase“ (CIP) 
 
 
Spur I: pST-Marker  
  
Spur II und IV: mittels Ni-Affinitätssäule 
aufgereinigte PIM-1 
 
Spur III: mittels CIP dephosphorylierte PIM-
1 
 
 
 
Abbildung 38:  
Das Coomassie-Blau-gefärbte SDS-Gel zeigt die Änderung des Molekulargewichtes von PIM-1 nach der mittels CIP durchgeführten 
Dephosphorylierung 
 
Nach der Nickelaffinitätschromatographie wurde die übliche PIM-1-Aufreinigung mit der 
Anionenaustauscher MonoQ und anschließend die Dephosphorylierung mit der CIP-Phosphatase 
durchgeführt. Für die Dephosphorylierung wurde eine Konzentration der PIM-1 von 150 bis 300 
µg/ml verwendet. Die eingesetzte CIP hat eine Aktivität von 10.000 units/ml, die tausendfach 
verdünnt eingesetzt wurde. Auf das SDS-Gel wurden 20µl der Probe aufgetragen, die sich aus 16 µl 
der dephosphorylierten PIM-1 und 4 µl des Blue-Markers zusammensetzt. Die dephosphorylierte 
PIM-1 in Spur II zeigt deutlich ein geringeres Molekulargewicht als die ausschließlich mittels 
Nickelaffinitätschromatographie aufgereinigte PIM-1 in Spur II und IV. Bei der dephosphorylierten 
Form der PIM-1 zeigte die masspektrometrische Untersuchung eine einfach und zweifach 
phosphorylierte Form der PIM-1, siehe Abbildung 24. Die PIM-1 konnte somit nicht komplett 
dephosphoryliert werden. 
 
III.5.6 Kristallisation durch Proteaseverdau im Kristallisationsansatz 
In diesem Experiment wurde der Kristallansatz mit verschiedenen CIP-Konzentrationen im 
„hanging drop“ durchgeführt. In Abbildungen 39A bis C wurden die Kristallansätze mit CIP in 
einer 1:100-Verdünnung (Aktivität der CIP: 10.000 units/ml) angesetzt. In Abbildung 39A wurde 
zuerst 1 µl Protein 18 mg/ml (2. Peak) mit 1µl Puffer (Hepes pH 6,0, 0,7M Na-Tartrat) gemischt 
und anschließend mit 1 µl 1:100 verdünntem CIP gemischt. In Abbildung 39B wurde zuerst 1 µl 
Protein 18 mg/ml (2. Peak) mit 0,5µl 1:100 verdünntem CIP gemischt, anschließend mit 1 µl Puffer 
(Hepes pH 6,0, 0,7M Na-Tartrat) gemischt. In Abbildung 39C wurde zuerst 1 µl Protein 18 mg/ml 
(2. Peak) mit 1µl Puffer (Hepes pH 6,0, 0,7M Na-Tartrat) gemischt und anschließend mit 0,5 µl 
1:100 verdünntem CIP gemischt. 
 
I II III IV
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A B C  
Abbildung 39: CIP, 1:100 verdünnt im Kristallisationsansatz 
In A wurde zuerst 1 µl Protein 18 mg/ml (2. Peak) mit 1µl Puffer (Hepes pH 6,0, 0,7M Na-Tartrat) gemischt und anschließend  mit 1 µl 1:100 
verdünntem CIP gemischt. 
In B wurde zuerst 1 µl Protein 18 mg/ml (2. Peak) mit 0,5µl 1:100 verdünntem CIP gemischt, anschließend mit 1 µl (Hepes pH 6,0, 0,7M Na-Tartrat) 
gemischt. 
In C wurde zuerst 1 µl Protein 18 mg/ml (2. Peak) mit 1µl Puffer (Hepes pH 6,0, 0,7M Na-Tartrat) und anschließend  mit 0,5 µl 1:100 verdünntem 
CIP gemischt. 
 
In Abbildungen 40A bis C wurden die Kristallansätze mit CIP in einer 1:104-Verdünnung (Aktivität 
der CIP: 10.000 units/ml) angesetzt. In Abbildungen 40A bis C wurden die Kristallansätze mit CIP 
in einer 1:104-Verdünnung (Aktivität der CIP: 10.000 units/ml) angesetzt. In A wurde zuerst 1 µl 
Protein 18 mg/ml (2. Peak) mit 1µl Puffer (Hepes pH 6,0, 0,7M Tartrate) gemischt und 
anschließend mit 1µl 1:104 verdünntem CIP gemischt. In B wurde zuerst 1 µl Protein 18 mg/ml (2. 
Peak) mit 0,5µl 1:104 verdünntem CIP gemischt, anschließend mit 1µl Puffer Zusammensetzung 
gemischt. In C wurde zuerst 1 µl Protein mg/ml mit 1µl Puffer Zusammensetzung gemischt und 
anschließend mit 0,5µl 1:104 verdünntem CIP gemischt.  
 
 
A B C
 
Abbildung 40: CIP, 1:104 verdünnt im Kristallisationsansatz 
In A wurde zuerst 1 µl Protein mg/ml mit 1µl Puffer Zusammensetzung gemischt und anschließend  mit 1µl 1:104 verdünntem CIP gemischt. 
In B wurde zuerst 1 µl Protein mg/ml mit 0,5µl 1: 104 verdünntem CIP gemischt, anschließend mit mit 1µl Puffer Zusammensetzung gemischt. 
In C wurde zuerst 1 µl Protein mg/ml mit 1µl Puffer Zusammensetzung gemischt und anschließend  mit 0,5µl 1: 104 verdünntem CIPgemischt.  
 
In Abbildungen 41A bis C wurden die Kristallansätze mit CIP in einer 1:106-Verdünnung (Aktivität 
der CIP: 10.000 units/ml) angesetzt. In Abbildungen 41A bis C wurden die Kristallansätze mit CIP 
in einer 1:106-Verdünnung (Aktivität der CIP: 10.000 units/ml) angesetzt. In A wurde zuerst 1µl 
Protein 18 mg/ml (2. Peak) mit 1µl Puffer (Hepes pH 6,0, 0,7M Tartrate) gemischt und 
anschließend  mit 1µl 1:106 verdünntem CIP gemischt. In B wurde zuerst 1µl Protein 18 mg/ml (2. 
Peak) mit 0,5µl 1:106  verdünntem CIP gemischt, anschließend mit mit 1µl Puffer (Hepes pH 6,0, 
0,7M Tartrate) gemischt. In C wurde zuerst 1µl Protein 18 mg/ml (2. Peak) mit 1µl Puffer (Hepes 
pH 6,0, 0,7M Tartrate) gemischt und anschließend  mit 0,5µl 1:106  verdünntem CIP gemischt. 
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Abbildung 41: CIP, 1:106 verdünnt im Kristallisationsansatz 
In A wurde zuerst 1µl Protein mg/ml mit 1µl Puffer Zusammensetzung gemischt und anschließend  mit 1µl 1:106 verdünntem CIP gemischt. 
In B wurde zuerst 1µl Protein mg/ml mit 0,5µl 1:106  verdünntem CIP gemischt,anschließend mit mit 1µl Puffer Zusammensetzung gemischt. 
In C wurde zuerst 1µl Protein mg/ml mit 1µl Puffer Zusammensetzung gemischt und anschließend  mit 0,5µl 1:106  verdünntem CIP gemischt. 
 
In Abbildungen 42A bis C wurden mit CIP-Konzentration mg/ml mit einer 1:108-Verdünnung 
(Aktivität der CIP: 10.000 units/ml) angesetzt. In A wurde zuerst 1µl Protein 18 mg/ml (2. Peak) 
mit 1µl Puffer (Hepes pH 6,0, 0,7M Tartrate) gemischt und anschließend mit 1µl 1:108 verdünntem 
CIP (Aktivität der CIP: 10.000 units/ml) gemischt. In B wurde zuerst 1µl Protein 18 mg/ml (2. 
Peak) mit 0,5µl 1: 108 verdünntem CIP (Aktivität der CIP: 10.000 units/ml) gemischt, anschließend 
mit mit 1µl Puffer (Hepes pH 6,0, 0,7M Tartrate) gemischt. In C wurde zuerst 1µl Protein 18 mg/ml 
(2. Peak) mit 1µl Puffer (Hepes pH 6,0, 0,7M Tartrate) gemischt und anschließend  mit 0,5µl 1: 108 
verdünntem CIP gemischt. 
 
Abbildung 42: CIP, 1:108 verdünnt im Kristallisationsansatz  
In A wurde zuerst 1µl Protein mg/ml mit 1µl Puffer Zusammensetzung gemischt und anschließend  mit 1µl 1:108 verdünntem CIP gemischt. 
In B wurde zuerst 1µl Protein mg/ml mit 0,5µl 1: 108 verdünntem CIP gemischt, anschließend mit mit 1µl Puffer Zusammensetzung gemischt. 
In C wurde zuerst 1µl Protein mg/ml mit 1µl Puffer Zusammensetzung gemischt und anschließend  mit 0,5µl 1: 108  verdünntem CIP gemischt. 
 
Die Zugabe von 1:100 konzentrierter CIP (Aktivität der CIP: 10.000 units/ml) zeigt keine günstige 
Kristallbildung. Bei verdünnteren CIP-Konzentrationen 1:104, 1:106 und 1:108 ist Kristallbildung zu 
beobachten. Günstig wirkt sich die geringe Zugabe des CIP zum Proteintropfen auf die 
Kristallbildung aus. Dies ist auf die schon optimierten Konzentrationsverhältnissen der 
Kristallisation zurückzuführen. Jedoch konnten mit diesem Experiment trotz der 
Dephosphorylierung des Proteins PIM-1 im Kristallansatz keine ausreichend günstigen 
Proteinkristalle gewonnen werden Dies ist darauf zurückzuführen, dass durch die 
Dephosphorylierung der PIM-1 mit CIP wiederum Gemische aus mehreren 
Phosphorylierungsformen der PIM-1 erhalten wurden. 
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III.5.7 Verschiedene Optimierungswege von Kristallen 
 
Abbildung 43: Optimierung von Proteinkristallen 
A: 0.1M MES pH7,55, 1. Peak, 18 mg/ml, 1mM AMP-PNP, 2 mM MgCl2, 1µm filtriert, 0,7M K, Na-Tartrate, Präzipitat 
B: 0,6M K, Na-Tartrate,  0,1M Na-MES pH 7,08, 150 mM NaCl, 1mM AMP-PNP, 2 mM MgCl2, 1.Peak, 18 mg/ml Protein 
 
Bei beiden Konditionen in Abbildung 43A und B ist zu erkennen, dass die 2,8 Angström 
auflösenden Proteinkristalle aus einer Kondition entstanden sind, in der das Protein sowohl in 
löslichem als auch im präzipitierten Zustand vorliegt. Nach proteinbiochemischen Kenntnissen 
können Proteine reversibel mit beispielsweise dem Präzipitant Ammoniumsulfat ausgefällt werden. 
Durch Zugabe von Wasser kann präzipitiertes Protein wieder in Lösung gebracht werden. Durch 
Zugabe von Wasser wird die Proteinkonzentration verdünnt und entsprechend dem 
Löslichkeitsverhalten des Proteins, geht das Proteinpräzipitat wieder in die lösliche Form über. Je 
dünner die Proteinkonzentration wird, umso schlechter sind die energetischen Voraussetzungen für 
eine Proteinkristallisation. Liegt Protein auch als Präzipitat in der Lösung vor, kann dieses nachdem 
die Proteinlösung durch die Kristallbildung verdünnt worden ist, wieder in Lösung gehen. Dadurch 
entsteht ein Gleichgewicht zwischen Proteinpräzipitat, Proteinlösung und Proteinkristallen. Es liegt 
somit immer eine optimal hohe Proteinkonzentration vor, die für die Proteinkristallisation günstig 
ist. 
O O
H2O
C +  NaOH C + H2O
R OH R O- Na+
A carboxylic acid A carboxylic acid salt
(water-insoluble)      (water-soluble)  
 
Abbildung 44: Metallische Salze der Karbonsäuren 
Karbonsäuren ergeben in Reaktionen mit Basen wie NaOH und NaHCO3 metallische Salze der Karbonsäuren. Karbonsäuren mit mehr als 6 
Kohlenstoffe sind in Wasser nur leicht löslich, metallische Salze der Karbonsäuren sind in Wasser jedoch vergleichsweise gut löslich. 
 
Durch Zugabe von NaOH wurden wiederholbar bessere Proteinkristalle erhalten. Karbonsäuren 
ergeben in Reaktionen mit Basen wie NaOH und NaHCO3 alkalische, metallische Salze der 
Karbonsäuren. Karbonsäuren mit mehr als 6 Kohlenstoffe sind in Wasser nur leicht löslich, 
metallische Salze der Karbonsäuren sind in Wasser jedoch vergleichsweise gut löslich [McMurry, 
2004]. Dieser Sachverhalt zeigte sich bei Vergleich von Optimierungen in Versuchen der 
Proteinkristallisationen mit der PIM-1. Es wurde die Kristallisationsbedingung zu 0,1M Hepes pH 
6,0, 0,7 M K, Na-Tartrate, 2. Peak optimiert. Beim Einstellen eines für die Proteinkristallisation 
günstigen pH-Wert wurde NaOH verwendet. Durch Zugabe von NaOH wurden metallische Salzen 
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des Karbonsäurederivats Protein erhalten, die zu einer besonders hohen löslichen 
Proteinkonzentration im Kristallisationsansatz führte.  
 
III.5.8 Optimierte für Diffraktionanalyse verwendete Kristalle 
 
Abbildung 45 
Die Kristallisationskonditionen wurde unter Zugabe von 1 mM AMP-PNP und 2 mM MgCl2 zu folgenden Konditionen optimiert: 
A. 0.6 M K, Na - Tatrate, 0.1 M Na-MES pH 7.08, 150 mM NaCl, 1 mM AMP-PNP, 2 mM MgCl2, 1. Peak, 18 mg / ml Protein 
B. 1. Peak, 18 mg/ml, 1 mM AMP-PNP, 2mM MgCl2, 1µm filtriert, 0.7M K, Na -Tartrate, 0.1 M MES pH 7.55 
 
III.5.9 Optimierungen der Kryokonditionen 
Um die Proteinkristalle für spätere Versuche aufzuheben, wurden diese in flüssigem Stickstoff bei -
196°C gelagert. Um die Eisbildung bei Proteinkristallen zu vermeiden wird zuvor eine 
Dehydrierung im äußeren Ringbereich des Proteinkristalls durchgeführt, indem das Proteinkristall 
im selben Puffer, jedoch mit aufsteigendem prozentualem Gehalt an Glyzerol von 5% bis 30% / 
35% in fünfer Schritten umgesetzt wird.  
 
III.6 Röntgenstrukturanalyse von Proteinen 
III.6.1 Datensammlung und Prozessierung 
Das der Röntgenkristallographie zugrunde liegende Prinzip ist die Wechselwirkung der 
elektromagnetischen Welle des Röntgenstrahls mit den Elektronen der Proteinmoleküle im 
Kristallgitter. Die Wellenlänge des Röntgenstrahls liegt im Auflösungsbereich der Bindungslängen 
von Atomen. Der Röntgenstrahl wird am Kristallgitter nach dem Bragg´schen Brechungsgesetz 
gebeugt. Das resultierende Diffraktionsbild wird mit einem Röntgendetektor erfaßt. Zur 
Berechnung der dreidimensionalen Molekülstruktur ist es nötig, ein dreidimensionales 
Diffraktionsbild des Kristalls zu erhalten. Der zu messende Winkelbereich für einen kompletten 
Datensatz ergibt sich aus der Raumgruppe des Kristalls. Die Datensammlung erfolgte am Generator 
Rigaku RU300, FZ Jülich und am Synchrotron DESY / EMBL in Hamburg an der Beamline X13. 
Um den Strahlenschaden der Kristalle gering zu halten, wurden sie im Kryostrom bei 100K 
vermessen. 
 
Am Generator Rigaku RU300, FZ Jülich wurde eine Auflösung von 2.8 Angström erhalten. Die 
Symmetriegruppe wurde damals auf C222 bestimmt, die Kristallkoordinaten betrugen a = 96,99, b 
= 168,49, c = 80,02 Δϕ = 1.5° pro „Image“. Vermutet wurden 2 Moleküle pro asymmetrische 
Einheit. Der Kristall aus Abbildung 45B wurde am DESY / EMBL in Hamburg an der Beamline 
X13 gemessen. Die Synchrotronstrahlung hat den Vorteil, dass sie wesentlich intensiver ist und so 
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die Messung sehr kleiner Kristalle erlaubt. Die Datensammlung erfolgte hier, siehe Abbildung 46B, 
bei Δϕ = 0.5°, bei einem „scan range“ von 90°. Der Kristall wurde auf die Raumgruppe P62 oder 
P64 geschätzt und lieferte eine Auflösung von 2.8 Angström. Die Kristallkoordinaten betragen a = 
97.591, b = 97.591, c = 80.136, α = β = 90°; γ = 120°. Für die Prozessierung der gewonnenen 
Daten, d.h. der Bestimmung der Raumgruppe, Zellparameter und Datenreduktion, wurde DENZO 
und SCALEPACK (Otwinowski et al., 1997), bei späteren Messungen XDS verwendet. Alle 
untersuchten Proteinkristalle kristallisierten in der hexagonalen Raumgruppe P62 oder P64. 
 
Abbildung 46: Diffraktionsergebnisse des Proteinkristalls 
A: Diffraktionsbild gemessen am DESY/EMBL Hamburg, Beamline X13. Erhalten wurde eine Diffraktionslösung von 2,8 Å aus dem Proteinkristall 
siehe Abbildung 30A  
B: Heaxagonales Packing dieses Proteinkristalls 
 
III.6.2 Molekularer Ersatz, Modellbau und Verfeinerung 
In dieser Arbeit wurde als Suchmodell die cAMP-abhängige Proteinkinase A mit dem PDB-Code 
1CDK verwendet. Es wurden alle Aminosäuren in das Suchmodell von AMoRe eingeschloßen, 
einem Programm zur Lösung des Phasenproblems durch Molekularen Ersatz (Navazza et al., 1994). 
Für eine Phasierung der Daten wurde die Rotationssuche in AMoRe durchgeführt. 
 
Rotationslösung: 
α = 20,04, β = 47,31, γ = 263,90 
Tx = 0, Ty = 0, Tz = 0 
CC_F = 21,5, FR_F = 51,4, CC_I = 25,3, CC_P = 24,0 
 
Translationsfunktion: 
α = 20,04, β = 47,31, γ = 263,90 
Tx = 0,3241, Ty = 0,8426, Tz = 0,00, 
CC_F = 39,5, FR_F = 45,1, CC_I = 34,6 
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Verfeinerung des starren Körpers 
α = 20,02, β = 49,13, γ = 265,27 
Tx = 0,3207, Ty = 0,8426, Tz = 0,00 
CC_F = 62,1, FR_F = 35,1, CC_I = 63,7 
 
Für die Verfeinerung der starren Körper, wie auch für die nächsten Verfeinerungsschritte, wurde 
das CNS in der Version 1.1 verwendet (Brünger et al., 1987). Zunächst ergab sich für die Lösung 
des Suchmodells ein R-Faktor von 34,4% bzw. ein freier R-Faktor von 33,1%. Die 
Elektronendichtekarten wurden mit Hilfe des interaktiven Programms O, Version 7 (Jones et al., 
1991) analysiert und Molekülbereiche manuell in die Elektronendichte eingepaßt. 
Tabelle IV: Ergebnisse der Strukturanalyse 
Datensatz PIM / CDK2 PIM / CDK2 PIM / 1XWS 
Datensammlung    
X-Ray - Quelle Synchrotron EMBL Hamburg / 
Beamstation X13 
  
Raumgruppe  C2 P6 P65 
Unit cell parameters (Å) 
Einheitszellparameter 
a = 71.533 
b = 38.073 
c = 37.260 
a = 97.822 
b = 97.822 
c = 80.160 
 
Resolution (Å) 20.0 – 1.5 50.0 – 2.6  
Unique reflections    
Redundancy    
Completeness (%)     
R merge = Rlinear 26% 26%  
(I / σ) 19,6 19,6  
Mosaizität 0.4 0.4  
Molekularer Ersatz AMoRe    
Resolution range 29.0 – 2.7 29.0 – 2.7 29.0 – 2.7 
Rotation function Pattersonfunktion 6.5 σ Pattersonfunktion 6.5 σ Pattersonfunktion 6.5 σ 
Translation Function 6.7 σ 6.7 σ 6.7 σ 
Rigid body (Verfeinerung    
Korrelationskoeffizient  81,36%  
Rfact - Faktor  34,4  
Rfree  33,1  
Rf  15,1  
Rf/σ  8,93  
Tf  30,98  
Tf / σ  0,389  
Korrelation  0,635  
Höchste I - Wert 3567,8   
B 72 (sehr hoch)   
Rmerge (I) = ∑hkl∑i ⎮Ihkl - <Ihkl>⎮/∑hkl∑i⎮Ihkl ⎮; <Ihkl> ist die mittlere Intensität der symmetrie-verwandten Reflexe Ihkl 
I / σ(I): ∑hkl⎮F0 - Fcalc⎮/ ∑hkl⎮F0⎮; F0 gemessene Strukturfaktoren, Fcalc berechnete Strukturfaktoren 
Rfree-Faktor = ∑hkl ε T⎮F0 - Fcalc⎮/ ∑hkl ε T⎮F0⎮; der Test-Satz (5% des vollständigen Datensatzes) wurde während der Verfeinerung 
ausgeschloßen 
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Abbildung 47: Sequenzalignment der cAMP-abhängigen Protein Kinase 
Anpassung von 1CDK (cAMP-abhängigen Protein Kinase komplexiert mit Protein Kinase Inhibitor Peptide Fragment ANP, PO3), 1CTP 
(Kristallstructur cAMP- abhängigen Proteinkinase mit Myristyc Säure) und 1CMK (Kristallstructur der cAMP-dependent Proteinkinase mit Myristyc 
Säure, PO4) 
Die PIM-1 wurde auf ein Polyalaninmodell heruntergekürzt und CDK1 als Suchmodell für den 
Molekularen Ersatz im Programm AMoRe verwendet.  
 
In Abbildung 47 ist die Anpassung von 1CDK (cAMP-abhängigen Protein Kinase komplexiert mit 
Protein Kinase Inhibitor Peptide Fragment ANP, PO3), 1CTP (Kristallstructur cAMP-abhängigen 
Proteinkinase mit Myristyc Säure) und 1CMK (Kristallstructur der cAMP-abhängigen 
Proteinkinase mit Myristyc Säure, PO4) dargestellt. An diesem Beispiel wird deutlich, dass der 
Inhibitor ANP zu einer Schliessung der glycinreichen Schleife in Richtung des katalytischen 
Zentrums führt. 
 
In Abbildung 46B erkennt man das Packing, das durch weitere Bearbeitung mit Hilfe des 
interaktiven Programms O, Version 7 (Jones et al., 1991) erhalten wurde. Hier ist die hexagonale 
Struktur der PIM-1 identifizierbar. Die Lösung, siehe obige Daten, sieht gut aus. Diese Arbeit 
wurde hier nicht weiterverfolgt, da ein Kristall mit besser auflösenden Diffraktionsdaten gewünscht 
wurde. 
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IV. Diskussion 
IV.1 Allgemeines 
Mit ungefähr 1000 Proteinkinasen im menschlichen Genom, stellen sie die größte Familie in den 
Proteinfamilien dar. Sie stellen die zentralen Schalter dar, um die intrazelluläre Kommunikation, 
Regulation und Signaltransduktion zu kontrollieren. Die meisten Krebskrankheiten sind verbunden 
mit einer Disregulation der Proteinkinasen, gewöhnlich über eine genetische Mutation, die zu einer 
Überexpression oder zu einer konstitutiven Aktivität führt. Die letztere ist oft das Resultat eines 
Verlust oder Schadens zellulärer Inhibitoren der Proteinkinasen. Auch andere schwere Krankheiten 
sind oft von Proteinkinasen abhängig. Die regulatorischen Mechanismen der Proteinkinasen 
umfassen, chemische und strukturelle Veränderungen der Kinasen selbst, verschiedene 
makromolekulare Anreicherungen sowie die transkriptionelle Kontrolle. Ein genaues Verständnis 
der Kontrollmechanismen der Proteinkinase ist deswegen wichtig, sowohl für die 
Grundlagenforschung als auch für die rationale Wirkstoffentwicklung in der pharmazeutischen 
Industrie. Die Bestimmung von Kristallstrukturen vieler Proteine in vielen verschiedenen 
aktivierten und inhibitierten Stadien tragen dazu bei, um diese Mechanismen im atomaren Detail zu 
verstehen. Die konservierten Strukturen sind entscheidend für die Aktivität und könnten der Grund 
für die vielen verschiedenen physiologischen Regulationsmechanismen darstellen. Es wurde 
gefunden, dass die Proteinkinasen durch Modulierung einer bis vier der konservierten, strukturellen 
Elemente inaktiviert wurden. Zu diesen modulatorischen Mechanismen zählen: Blockieren der 
ATP-Bindungstasche, Verzerrung der glycinreichen Schleife, Veränderung der Position der C-
Helix, Veränderung der Konformation des Activation Segment auf Grund der Phosphorylierung 
[Engh et al., 2001]. Viele Pharmazeutika binden und blockieren eine aktive Stelle eines Proteins, 
sodass sowohl die biochemische Forschung als auch die rationale Wirkstoffentwicklung Kenntnisse 
der atomaren Struktur der aktiven Stellen erfordert [Rosenberger et al., 1996]. 
 
Die reversible Phosphorylierung von Proteinen gehört zu den wichtigsten posttranslationalen 
Modifikationen in den Zellen. Die naturwissenschaftliche Forschung hat sich sehr bemüht, neue und 
interessante Proteinkinasen zu untersuchen, die komplexe Signalwege erklären und die 
dreidimensionale Struktur von Proteinkinasen und die Entwicklung von potentiellen Drugs gegen 
spezifische Proteinkinasen zu entwickeln, die in Zellfunktionen eingreifen [Adams et al., 2001]. 
 
Die Übertragung von Signalen innerhalb und ausserhalb von Zellen erfolgt über eine Reihe von 
Signalwegen, sodass die Gentranskription innerhalb des Zellkerns kontrolliert wird. Proteinkinasen 
spielen eine entscheidende Rolle in vielen dieser Signalwege, die in die Regulation des 
Zellvermehrung und -morphologie und das Ausscheiden zellulärer Proteine wie 
Wachstumshormone und Chemokine eingreifen. Die Hemmung dieser Enzyme stellt ein 
Schlüsselmechanismus im „Drugdesign“ dar, sodass Autoimmunkrankheiten, Onkologie, 
Entzündung und andere Krankheiten beeinflusst werden können. Deswegen sind viele 
pharmazeutische Firmen und akademische Laboratorien interessiert, in das „Drugdesign“ zu 
investieren, um die Aktivität spezifischer eukaryotischer Proteinkinasen zu kontrollieren [Williams 
et al., 2002]. Im Leitprojekt Schmerz der Grünenthal GmbH entdeckte man die PIM-1 in höherer 
Quantität in hippokampalen Geweben von Organismen, die unter der Krankheit „chronic pain“ 
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litten. Bei dem Protein PIM-1 handelt es sich um eine Serin-/Threoninkinase, die der Enzymgruppe 
CaM-Kinasen (Ca2+/Calmodulin-abhängigen Proteinkinasen) [Hudmon et al., 2002] angehört und 
pharmazeutische Unternehmen für die Behandlung von „chronic pain“ interessiert wurden, die 
PIM-1 strukturanalytisch zu untersuchen. 
 
IV.2 Molekularbiologische und biochemische Bearbeitung 
In dieser Arbeit wurde für das Vollängenprotein PIM-1 eine Auflösung von 2,8 Å erreicht. Hierfür 
wurde auf molekularer Ebene die Nukleotidsequenz pim-1 aus dem pCRII-TOPO-Vektor (erhalten 
von Grünenthal GmbH) an den Restriktionsschnittstellen EagI / NdeI in den pET22b+ - Vektor 
kloniert. Es wurde das Vollängenprotein PIM-1 mit C-terminalem His6-Tag erhalten. Qian et al. 
(2004, Böhringer/1XQZ/1XR1) arbeiteten mit dem GST-Tag. Hierfür muss für die weitere 
Bearbeitung des Proteins das GST-Tag nach der Affinitätschromatographie durch Thrombinverdau 
entfernt werden. Hierbei wird das Protein N-terminal um 13 Aminosäuren verkürzt [Qian et al., 
2004]. In E. coli BL21(DE3) wurde das Protein zytoplasmatisch durch Zugabe von 0,7 mM IPTG 
exprimiert. Interessant wäre den Unterschied zur Expression der PIM-1 mit dem System E. coli 
BL21 (DE3) pLysS zu zeigen. Die Zellen mit diesem Plasmid bilden in geringen Mengen Lysozym, 
das die Mengen T7-RNA-Polymerase, die vor der Induktion durch IPTG auftreten, hemmt, so dass 
vor der Induktion mit IPTG kein rekombinantes Genprodukt gebildet wird [Moffatt et al., 1987]. 
Das Protein wird in E. coli / BL21(DE3) in 1000 ml - Erlenmeyerkolben exprimiert und mittels 
Nickel-Affinitätschromatographie und anschließender Anionenaustauscher (MonoQ-Säule) bei 
einem NaCl-Gradienten von 0,8%/cv so aufgereinigt, dass 3 verschiedene Proteinfraktionen 
erhalten werden, die jeweils für sich gepoolt und abschließend mittels der Gelfiltration 26/60 
„Sephadex Size Exclusion Chromatographie“ auf Grund ihrer Molekulargröße gereinigt werden.  
 
In dieser Arbeit wurde für das Vollängenprotein PIM-1 eine Auflösung von 2,8 Å erreicht. Hier 
sind lediglich die Seitenketten der Proteinsequenz interpretierbar. Zu diesem Zeitpunkt wurden 
weitere Optimierungen im Bereich der Biochemie und Kristallisation geplant, um eine bessere 
Auflösung der Diffraktionsdaten zu erzielen. Im März 2004 patentierten Bremer et al. ihre 
Ergebnisse der Strukurlösung der Serin-/Threoninkinase PIM-1. Da sie nur ein Teilkonstrukt der 
PIM-1 strukturbiologisch gelöst hatten, galt das Interesse der Strukturlösung des PIM-1-
Vollängenproteins, um ein für die pharmazeutische Industrie interessanteres Patent anzumelden.  
 
Aus diesem Grund wurden mehrere Methoden geprüft, um die Aufreinigung und Kristallisation der 
Proteinkinase PIM-1 zu optimieren. Während dieser Arbeit wurde deutlich, dass die Aufreinigung 
mittels Anionenaustauscher MonoQ durch Herunterfahren des NaCl-Gradienten von zwei auf 
0,8%/cv entscheidend optimiert werden kann. Durch die Optimierung des NaCl-Gradienten der 
Aufreinigung mittels Anionenaustauscher wurde die Proteinernte in mehrere Peaks aufgeteilt. 
Ausserdem wurde die Nickelaffinitätsschromatographie mit der Affinitätschromatographie mit den 
zweiwertigen Metallkationen Kobalt und Zink verglichen. Bei allen drei verwendeten zweiwertigen 
Metallkationen wurden ähnliche Ausbeuten und Reinheiten erhalten. Bremer et al. (2004) 
verwendeten für die Affinitätschromatographie der PIM-1 das zweiwertige Metallkation Kobalt. 
Weitere Metallkationen wie Gallium und Eisen wurden gleichfalls geprüft, um die Reinheit und 
Qualität der PIM-1 zu verbessern. Hier konnten bei beiden Kationen deutlich höhere Reinheiten 
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erzielt werden, jedoch war die Ausbeute viel zu gering. Die Metalle Gallium und Eisen reinigen das 
Protein sehr viel selektiver in Bezug auf seine Phophorylierungsstadien. Bei beiden Metallen 
werden bestimmte Phosphorylierungsstadien hochselektiv gegenüber dem großen Teil an Protein-
PIM-1, gebunden und somit in einer sehr geringen Menge enthalten [Posewitz et al., 1999; 
Stensballe et al., 2001]. Die Affinitätschromatographie von Proteingemischen verbunden mit der 
Massenspektrometrie schafft die Möglichkeit, ein Protein auf Grund seiner posttranslationalen 
Modifikationen zu untersuchen. 
 
IV.3 Phosphorylierungsstellen 
Mit massenspektrometrischen Analysen konnten die drei Peaks, erhalten durch Erniedrigen des 
NaCl-Gradienten von zwei auf 0,8%/cv bei der Aufreinigung mit Anionenaustauscher, nach 
verschiedenen Phosphorylierungsstadien der PIM-1 unterschieden werden. Der erste Peak zeigt eine 
dreifache Phosphorylierung, der zweite eine vierfache und der dritte Peak eine sechsfache 
Phosphorylierung. Nach tryptischem Verdau kann aus den Ergebnissen, dargestellt in Abbildung 23 
mittels ESI/MS/MS induktiv geschlossen werden, dass es sich bei den ersten beiden 
Phosphorylierungsstellen um das Ser8 und das Ser260, bei der dritten um das Ser4, der vierten um 
das Thr23, der fünften und sechsten um das Ser51 und das Ser97 handelt. Durch das Auftreten von 
variabler Phosphorylierung bestimmter Aminosäuren treten Inhomogenitäten nach dem Argument 
der Aufreinigung von Proteinen nach posttranslationalen Modifikationen, hier 
Phosphorylierungsgrad, auf [Breitenlechner et al., 2004]. Dadurch entstehen die verschiedenen und 
heterogenen Peaks in der Aufreinigung mittels der Anionenaustauscher, siehe Abbildung 18A. 
Keine der nachgewiesenen Phosphorylierungen befanden sich im Activation Segment zwischen dem 
DFG- und APE-Motiv der Serin- / Threoninkinasen.  
 
Um die Phosphorylierung weiter zu untersuchen, wurde die PIM-1 mittels CIP über Nacht 
dephosphoryliert, siehe Methode II.2.4.1.4. Hierbei wurde ein Proteingemisch aus zwei 
Phosphorylierungsformen erhalten, siehe Chromatogramm ESI/MS, Abbildung 24. Es handelt sich 
um die einfach und zweifach phosphorylierte Form der PIM-1. D.h. es blieben das Ser8 und Ser260 
der PIM-1 phosphoryliert. 
 
Aus diesen Daten ist unschwer zu erkennen, dass die Phosphorylierung der Aminosäuren am N-
Terminus einen bedeutenden Einfluss auf die Kristallisierbarkeit der PIM-1 haben kann.  
 
Jacobs et al. (Januar 2005) erhielten mittels Anionenaustauscher eine Aufreinigung, die in vier 
Fraktionen unterteilt wurde. Es wurde ein Gemisch der Phosphorylierungsformen von null bis fünf 
Phosphaten erhalten. Extensiv wurde das His6-Tag phosphoryliert 
(MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH). Die vier Peaks nach der Aufreinigung mittels 
Anionenaustauscher unterscheiden sich hauptsächlich im Grad der Phosphorylierung in dieser 
Region. Einer Dephosphorylierung mit Lambda Phosphatase folgte eine Phosphorylierung der PIM-
1 in der His6-Tag-Region. Ser261 war die hauptsächliche Phosphorylierungsstelle, die in den Peaks 
3 und 4 beobachtet wurde. In geringerem Ausmass wurden Ser8, Thr23 und Ser98 in 
unterschiedlicher Stärke in jedem Peak phosphoryliert.  
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Um genauere Kenntnis über die Proteinmuster der unterschiedlichen Phosphorylierungszustände zu 
erhalten, wurden die jeweiligen Gesamtproteinlysate mit Hilfe der zweidimensionalen 
Gelelektrophorese untersucht. Die Anwendung der 2-DE, die zu einer besser auflösenden Trennung 
von Proteingemischen nach der Anwendung der Affinitätschromatographie führt garantiert eine 
verbesserte Empfindlichkeit der Masspektrometrie [Lee et al., 2004]. Die Proteinlysate werden in 
der ersten Dimension aufgrund ihres isoelektrischen Punktes fokussiert und in der zweiten 
Dimension nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. In III.3.6, Abbildung 25A (IPG-Streifen pH 
4 - 7) sind sieben dicht beeinander liegende Punkte zu erkennen. Hierbei handelt es sich vermutlich 
um verschiedene Phosphorylierungsformen der PIM-1. In III.3.6, Abbildung 25B (IPG-Streifen pH 
4,7 - 5,9) sind 8 oder 9 Punkte zu erkennen, die jedoch weiter auseinander gezogen liegen als in 
Abbildung A, zurückzuführen auf die Breite des pH-Wertes des IPG-Streifens. Durch den engeren 
pH-Bereich, der für die Analyse der PIM-1 zur Verfügung gestellt wurde, können genauere 
Ergebnisse gewonnen werden. Leider konnten nach der 2D-Gelanalyse keine ausreichenden 
Mengen an PIM-1 aus dem SDS-Gel isoliert werden, um eine erfolgreiche massenspektrometrische 
Untersuchung durchführen zu können.  
 
Über Immunreaktionen läßt sich nachweisen, ob Polypeptide vorhanden sind, die mit einem 
spezifischen Antiserum kreuzreagieren, der gegen die PIM-1 gerichtet ist. In III.3.5, Abbildung 27A 
wird ein Westernblott gezeigt, in denen die PIM-1 nach ihren Phosphorylierungsstadien 
gelelektrophoretisch aufgetrennt wurde. Die Westernblotanalysen bestätigen, dass die PIM-1 
aufgrund ihres Phosphorylierungsgrades und damit aufgrund ihrer unterschiedlichen 
Oberflächenladung nach pH-Wert aufgetrennt wurde.  
 
In Kapitel III.3.7 Abbildung 27A wurde das Protein PIM-1 in Kreuzreaktionen mit dem Antikörper 
AntiHis geblottet, Durchführung siehe Standardprotokolle Sambrook et al. (1989) und Ausubel et 
al. (1995). In Kapitel III.3.7 Abbildung 27B wurde ein zusammengesetzter Blot gezeigt mit Proben, 
gekennzeichnet I, II, III und IV, in denen für die Kreuzreaktionen mit PIM-1 verschiedene 
Antikörper verwendet wurden. Diese Antikörper wurden auf ihre Wechselwirkung mit der PIM-1 
bzw. ihre Wechselwirkung aufgrund unterschiedlicher Phosphorylierungsstadien der PIM-1 geprüft. 
Bei I handelt es sich um den Antikörper Anti-PIM GARAP, bei II um den Antikörper N-16 RAGAP, 
C20 RAGAP, bei III um den Antikörper 19F7 GAMAP und bei IV um den Antikörper AntiHis 
GAMAP.  
 
Die verschiedenen Antikörper 19F7, C20, N-16, AntiPIM1 binden unterschiedlich stark an PIM-1, 
eine Abhängigkeit der Antikörper vom Phosphorylierungszustand der PIM-1 ist jedoch nicht zu 
erkennen. Die zwei Antikörper, C20 und N16, zeigten zwar eine positive, jedoch eine nur schwache 
Kreuzreaktion mit der PIM-1. Es konnte bestätigt werden, dass keine spezifischen Protein-Protein-
Wechselwirkungen in Abhängigkeit vom Phosphorylierungsgrad der PIM-1 Kinase zu finden sind. 
Jedoch konnte ein grosser Unterschied zwischen phosphorylierter und nicht-phosphorylierter PIM-1 
gezeigt werden. Wurden Phosphataseinhibitoren eingesetzt, waren die Wechselwirkungen der 
Liganden mit PIM-1 positiv. Die Phosphorylierung der PIM-1 ist Voraussetzung für das Binden mit 
seinen Substraten. Bei den Bindepartnern der PIM-1 handelt es sich um PSF, NCL, Hsp90, Hsp70, 
p54nrb, tubulin alpha-1 Beta 5-tubulin, MBP-1, eEF1A1, Mutant beta-actin, Actin alpha 2. 
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IV.4 Ursache der Kristallisierbarkeit der PIM-1 
Die Phosphorylierung führt zur Bildung eines Phosphatesters, welcher unter neutralen pH-
Bedingungen zwei negative Ladungen besitzen kann. Geht man von einem ungeladenen 
Aminosäurerest aus, so bewirkt die Proteinphosphorylierung eine erhebliche Änderung des 
Ladungszustandes innerhalb eines definierten Strukturbereichs: Es können elektrostatische 
Wechselwirkungen des unmodifizierten Proteins zerstört und/oder neue gebildet werden. Solche 
strukturelle Änderungen beeinflußen die Substratbindung wie auch die katalytische Aktivität in 
erheblichem Maße. In dieser Arbeit konnte eine deutliche Optimierung der Kristallisation durch 
Isolierung einer homogenen Form des Phosphorylierungsstadiums der PIM-1 gegenüber dem 
Phosphorylierungsgemisch erzielt werden. Breitenlechner et al. (2004) zeigten am Beispiel der 
Proteinkinase A (PKA), den entscheidenden Erfolg der Proteinkristallisation auf Grund 
posttranslationaler Modifikationen.  
 
IV.5 Optimierung der Kristallisation durch 
Dephosphorylierung 
Um gezielter und in größeren Quantitäten hochreines Protein PIM-1 in einem 
Phosphorylierungsstadium zu erhalten, entstand die Idee, das Protein nach der Aufreinigung mit der 
Nickel-Affinitätschromatographie und Anionenaustauscher, eine Dephophorylierung mit „Calf 
intestinal Phosphatase“ (CIP) durchzuführen. Die dephosphorylierte PIM-1, siehe III.5.5 in Spur III, 
Abbildung 38, zeigt deutlich eine geringere Molekulargröße als die ausschließlich mittels 
Nickelaffinitätschromatographie gereinigte PIM-1. Bei der Dephosphorylierung mit CIP war es 
unter diesen Versuchsbedingungen nicht möglich, die PIM-1 komplett zu dephosphorylieren oder 
eine homogene Form der PIM-1 nach Phosphorylierungsstadium zu erzielen. Die 
Massenspektrometrie mit ESI/MS zeigte ein Gemisch aus 2 verschiedenen 
Phosphorylierungsformen, einfach und zweifach phosphoryliert, siehe III.3.5, Abbildung 24. Aus 
den Ergebnissen Abbildungen 31, III.5.2 wurde gezeigt, dass die Reinheit nur eines 
phosphorylierten Zustandes Voraussetzung für die hohe Qualität der Kristallisation ist. Die 
Phosphorylierung und Dephosphorylierung sowie Glykosylierung, Azetylierung von Proteinen 
zählen zu den posttranslationalen Modifikationen. Es wurde gezeigt, dass die Aufreinigung eines 
Proteins nach den Charakteristika der posttranslationalen Modifikationen weiter optimiert werden 
kann. Knapp et al. (2004) (1XWS/2BIK/2BIL) kristallisierten das Vollängen-DNA-pim-1-
Konstrukt auf Grund einer monophosphorylierten Form und erhielten Kristalle, die bis zu 1,8 Å 
diffraktierten. Nach Knapp et al. (2004) wurde die Aminosäure Ser261 phosphoryliert. Die 
Dephosphorylierung wurde mittels λ-Phosphatase für 12 Stunden durchgeführt.  
 
IV.6 Kristallisation, Diffraktionsdaten, Prozessieren 
In dieser Arbeit wurde das Proteinkristall aus der Kristallisationkondition 0,1 M MES, 0,7M 
Natrium-Tartrate pH 7,55 mit einer Konzentration von 18 mg/ml aus dem ersten Peak, gezüchtet. 
Die daraus entstandenen Proteinkristalle wurden am Röntgengenerator Rigaku und am DESY / 
EMBL in Hamburg, Beamline X13 vermessen und Diffraktionsdaten bis zu einer Auflösung von 
2,8 Å erhalten. Diese Diffraktionsdaten sowie diejenigen von Qian et al. (2004) wurden unter 
Verwendung der HKL-Software prozessiert und skaliert und auf eine hexagonale Struktur 
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bestimmt. In dieser Arbeit wurde bei der Anpassung der Diffraktionsdaten der PIM-1 an das 
Strukturmodell CDK1 die Raumgruppe P62 oder P64 und bei der Anpassung der Diffraktionsdaten 
mit 2,8 Angström an das Strukturmodell 1XWS die Raumgruppe P65 vermutet. Qian et al. (2004) 
vermuteten die Raumgruppe P61 oder P65. Von Bremer et al. (2004) wurden die Daten unter 
Verwendung von Mosflm indexiert, reduziert und die Raumgruppe auf P65 bestimmt. Andere 
Arbeitsgruppen bestätigten die Raumgruppe P65. Die Phasenbestimmung F0 - Fcalc wurde in dieser 
Arbeit mit AMoRe, einem Programm für Molekularen Ersatz unter Verwendung des Suchmodells 
CDK1 durchgeführt.  
 
IV.7 Ursache der problematischen Kristallisierbarkeit der 
PIM-1 
Diese Ergebnisse zeigen, dass der erste Teil des PIM-1-Konstruktes sich schwer oder nicht 
kristallisieren läßt, geschweige denn sich als Elektronendichte, sprich 3D-Struktur darstellen läßt, 
sodass eine bewegliche, flexible Aminosäurekette vermutet wird. Beim Analysieren der 
ESI/MS/MS-Ergebnisse, siehe Abbildung 23 zeigt sich, dass die Aminosäuren Ser4, Ser8, Thr23, 
Ser260, Ser51 und Ser97 phosphoryliert werden. Yonemoto et al. (1997) zeigten in Studien an der 
cAMP-abhängigen Proteinkinase (cAPK) (in dieser Kinase wurden phosphorylierbare Aminosäuren 
durch Glu oder Asp ersetzt), dass die Mutation des Ser10 meistens unlösliches, inaktives, 
unphosphoryliertes Protein hervorruft [Yonemoto et al., 1997]. Fink et al. (2005) zeigten, dass die 
reversible Phosphorylierung einer der wichtigsten regulatorischen Mechanismen in eukaryotischen 
Zellen darstellt. Die Aminosäurezusammensetzung, Sequenzkomplexität, Hydrophobizität, Ladung 
und andere Sequenzattribute von Regionen nahe den Phosphorylierungsstellen sind intramolekular 
ungeordneten Proteinregionen sehr ähnlich. Intramolekular ungeordnete Proteine können in 2 
Hauptgruppen eingeteilt werden: solche, die komplett, deren ganze Sequenz, ungeordnet ist und 
solche, die nur teilweise, ungeordnete Regionen aufweisen. Es wird immer deutlicher, dass 
intramolekular ungeordnete Proteine einen großen Teil der eukaryotischen Proteine umfassen. 
Vermutlich sind 30% komplett oder teilweise ungeordnet [Fink et al., 2005]. Diese ungeordneten 
Proteine sind biologisch aktiv und haben oft große intermolekulare Oberflächen. In dieser Studie 
wurde deutlich, dass hochaktive Proteinregionen meist ungeordnet sind, da sie sich je nach 
Funktion ständig verändern, sprich sich auf die neue, aktuelle Situation einstellen (siehe auch PIM-
1, Phosphorylierungen Ser4, Ser8, Thr23). 
 
IV.8 Einfluß Ligand/Peptidsubstrat auf Kristallisation 
Die meisten Kinaseinhibitoren sind gegen die konservierte ATP-Bindungsstelle gerichtet, weil das 
grundlegende Muster dieser Stelle in allen eukaryotischen Proteinkinasen konserviert ist. 
Verbindungen wie Adenosin, ATP, ANP u.a. werden in ähnlicher Weise an Proteinkinasen 
gebunden [De Moliner et al., 2003]. Die hochkonservierte Natur der ATP-Bindungsstelle macht sie 
zur zentralen Bedeutung für die rationale Wirkstoffentwicklung [Cherry et al., 2004].  
 
IV.8.1 Knapp et al. (2004) (1XWS/2BIK/2BIL) 
Knapp et al. (2004) erzielten mit 1XWS (ID-Nr. der pdb-Datenbank) eine 1,8 Angström 
Diffraktionslösung der PIM-1 als Komplex mit dem Inhibitor BIL. Weitere Kristallisationsformen 
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stellen das 2BIL (ID-Nummer der monophosphorylierten Form der PIM-1, Ser261, mit Inhibitor 
BIL) und 2BIK (ID-Nummer der monophosphorylierten Form der PIM-1 mit Inhibitor BIL und 
Peptidsubstrat ARKRRRHPS*GPPTA) dar. Das Protein war mit einem Inhibitor und einem 
Konsensuspeptid (ARKRRRHPS*GPPTA) vor dem Kristallisationsansatz inkubiert worden. Der 
Inhibitor BIM-1 (2-[1-(3-Dimethylaminopropyl-)1H-indol-3-YL]-3-(1H-indol-3-yl)maleimide, HCl 
und das Konsensuspeptid, das ungefähr in der 1,6fachen Menge des Proteins (450µM Peptid und 
280µM Protein) dem Protein zugegeben wurde. Durch die Zugabe des Inhibitors und des 
Konsensuspeptides wurde eine zwar aktive Konformation durch Öffnen der Aktivierungszentren 
erreicht, dabei blieb durch die Verwendung eines Inhibitors die aktive Umsetzung des Substrates 
aus, sodass eine sehr stabile Konformation der PIM-1 erreicht wurde und damit hervorragend 
geeignet ist, kristallisiert zu werden. Das Peptid, das außerdem zur Stabilisierung einer 
Enzymkonformation dienen kann (siehe Einleitung I.5.9 und I.5.10), wirkt sich positiv auf die 
Diffraktionslösung aus. So konnte an der Phosphorylasekinase gezeigt werden, dass seine ternäre 
Komplexstruktur aufgrund der Substratbindung an der C-terminalen Domäne eine leichte 
Veränderung der Konformation bewirkt [Lowe et al., 1997]. 
 
IV.8.2 Jacobs et al. 
Jacobs et al. lösten die PIM-1 mit dem Peptidsubstrat Ly294002 (pdb-ID 1YI3). Nach den bisher 
gewonnenen Erkenntnissen ist es interessant, die Wirkung verschiedener Peptidsubstrate mit und 
ohne Inhibitor wie ANP als Effekt auf die Kristallisierbarkeit der PIM-1 zu untersuchen.  
 
IV.8.3 Bremer et al. (Patent März 2004) 
Verbindungen, die als Inhibitoren von abl (bcr-abl oder c-abl) identifiziert wurden, werden als 
Inhibitoren der PIM-1 verwendet. Bei diesen Verbindungen handelt es sich um Imatinib Mesylate 
(Gleevec™) und entsprechenden 2-Phenylamino Pyrimidin-Verbindungen und Pyrido-(2,3-
d)Pyrimidine-Verbindungen. Verbindungen dieser Gruppe werden in einer hydrophoben Tasche in 
der Nähe der Region, die das Adenosin bindet, gebunden [Williams et al., 2002]. Verbindungen 
dieser Gruppe können verwendet werden, um Krankheiten zu behandeln, die verbunden sind mit 
PIM-1, z.B. Krebs. 
 
IV.8.4 Bindepartner PIM-1 
Die Wirkungen weiterer Liganden wäre interessant zu prüfen, insbesondere die mittels Magneto 
beads gefischten Bindepartner PSF, NCL, Hsp90, Hsp70, p54nrb, turbulin alpha-1, Beta 5-tubulin, 
MBP-1, eEF1A1, Mutant beta-actin, Actin alpha 2, um zu untersuchen, welche konformationelle 
Veränderungen sie am N-Terminus an der C-Helix und in der Region der G-Helix hervorrufen. 
 
IV.9 Kinaseaktivierung 
Wie in der Einleitung beschrieben ist die reversible Proteinphosphorylierung der wohl wichtigste 
Mechanismus für die Kontrolle der Enzymaktivität. In Säugetierzellen sind mindestens 1/3 aller 
Proteine einfach oder mehrfach phosphoryliert. 5% aller Gene kodieren für Proteinkinasen und 
Proteinphosphatasen. Die rund 5.000 bis 8.000 verschiedenenen Proteinkinasen und 
Proteinphosphatasen haben je unterschiedliche, zum Teil auch überlappende Spezifizität für ihre 
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jeweiligen Proteinsubstrate. Viele Proteinkinasen werden durch Phosphorylierung der Reste in der 
Subdomäne VIII (APE) aktiviert. In PKA-Cα wird eine maximale Kinaseaktivität durch die 
Phosphorylierung des Thr197 erreicht, die vermutlich durch einen intermolekularen 
Autophosphorylierungsmechanismus erfolgt. Die Aktivierung von Erk2 wird durch eine 
Phosphorylierung des Tyr185 erreicht, der eine Phosphorylierung des Thr183 vorangeht. 
Wechselwirkung des Phospho-Tyr185 mit Oberflächenresten würde der Subdomänen VIII-Schleife 
erlauben, die aktive Konformation anzunehmen. Viele Kinasen werden durch Phosphorylierung in 
der variablen Schleife reguliert [Szczepanowska et al., 1998]. Diesen durch Phosphorylierung 
aktivierten Kinasen stehen Kinasen gegenüber, die konstitutiv aktiv sind, d.h. für ihre Aktivierung 
ist ihre Phosphorylierung nicht notwendig. Hierzu zählt die Phkγ [Owen et al., 1995].  
 
IV.10 Konstitutive Aktivität 
In Ergebnisse III.3.9 zeigen die Kinaseassays, durchgeführt durch die Grünenthal GmbH, dass 
ähnliche Kinaseaktivitäten in allen 3 Peaks der PIM-1 vorliegen. Es konnten keine Unterschiede in 
der PIM-1-Aktivität auf Grund unterschiedlicher Phosphorylierungsformen festgestellt werden. 
Somit wird vermutet, dass die Aktivität der PIM-1 über einen anderen Regulationsmechanismus 
kontrolliert wird. Auch die Arbeitsgruppe von Qian et al. (2004) bestätigte, dass die PIM-1 
konstitutiv aktiv ist, also über deren Expression, Translation oder posttranslationalen 
Modifikationen reguliert wird. Die Arbeitsgruppe Qian et al. (2004) zeigten die Kristallstrukturen 
unphosphorylierter PIM-1-Kinase in ihrer aktiven Konformation. S189 in den Kristallstrukturen, 
welches äquivalent ist zu S190 in Xenopus laevis PIM-1, ist weder phosphoryliert noch innerhalb 
des Activation Segmentes lokalisiert. Auf welche Weise die Kinasen eine konstitutiv aktive 
Konformation aufrechterhalten ist vom strukturellen Standpunkt aus gesehen nicht klar. Eine 
detaillierte Untersuchung der PIM-1-Kinase Struktur zeigt ein extensives Netzwerk von 
Wechselwirkungen zwischen dem Activation Segment und der glycinreichen Schleife, das 
entscheidend sein kann, um die aktive Konformation aufrechtzuerhalten. Ein ähnliches Netzwerk 
von Wechselwirkungen wurde auch in 2 anderen konstitutiv aktiven Kinasen, Phosphorylasekinase 
und Check Point-1-Kinase gefunden [Qian et al., 2004]. Falls die PIM-1 über ihre Expression und 
Translation kontrolliert wird, handelt es sich schon um eine Krankheit, die über eine Disregulation 
der Proteinkinasen, gewöhnlich über eine genetische Mutation verursacht wird, die zu einer 
Überexpression oder konstitutiven Aktivität führt. Die Überexpression der PIM-1 ist Voraussetzung 
für die long-term potentiation [Bliss et al., 1993]. 
 
IV.11 Regulationsmechanismen der PIM-1-Aktivität / LTP 
IV.11.1 Zytosolisch 
Es wurde gezeigt, dass sowohl die long-term potentiation (LTP) [Bliss et al., 1993] und die long-
term depression (LTD) [Dudek et al., 1992; Mulkey et al., 1993] die Erhöhung von freiem 
zytosolischen Ca2+-Konzentrationen in postsynaptischen Neuronen voraussetzen [Malenka et al., 
1988, 1992; Hartell et al., 1996]. Weil Nervenbahnen Reize in ein elektrisches Signal verwandeln 
[Soderling et al., 1999], wird verständlich, dass die Erhöhung der Calciumkonzentration im 
postsynaptischen Bereich ein Argument für starke oder anhaltenden Schmerzreize, sprich LTP, sein 
kann, siehe Einleitung, I.2 Reizleitung. 
IV. Diskussion 
80  
IV.11.2 Expression 
Untersuchungen haben gezeigt, dass in Tieren und anderen zellulären Modellen der synaptischen 
Plastizität, lang anhaltende Veränderungen in der synaptischen Übertragungsstärke von der 
Gentranskription und -translation abhängig sind. Die PIM-1 ist eine Serin-/Threoninkinase, die 
zusammen mit PIM-2 und PIM-3 auftritt. Im Hippokampus wird sie in Reaktion auf Reize 
hervorgerufen, sodass eine langanhaltende Potenzierung (long-term potentiation/LTP) 
hervorgerufen wird. Mäuse, die genetisch keine PIM-1 tragen, zeigen normale synaptische 
Transmission und eine kurzzeitig veränderte Übertragungsstärke. Obwohl PIM-2 und PIM-3 im 
Hippokampus exprimiert werden, kann ohne PIM-1 keine LTP hervorgerufen werden.  
 
IV.11.3 Biochemische Regulation 
Die Menge seiner Expression und folglich seine Kapazität, das Zielprotein in dendritischen und 
nukleären Kompartimenten zu phosphorylieren, ist ein bestimmender Faktor für die Etablierung 
lang anhaltender Veränderungen in der synaptischen Übertragungsstärke. Dies unterscheidet die 
PIM-1 von allen anderen Kinasen, sie ist Voraussetzung für die LTP, sie ist eine im Zellkern und 
Dendriten lokalisierte Proteinkinase [Konietzko et al., 1999].  
 
IV.11.3.1 Enzymen Fnk und Snk 
Jedenfalls wurde an den Enzymen Fnk und Snk gezeigt, dass ihre mRNA-Menge drastisch erhöht 
wird, wenn Reize auftreten, die die synaptische Plastizität hervorrufen (eingeschloßen der long-term 
potentiation). Induzierte Fnk- und Snk-Proteine phosphorylieren Dendriten aktivierter Neurone. 
Außerdem wurde gezeigt, dass eine konservierte C-Domäne in diesen Kinasen spezifisch mit Cib, 
einem Ca(2+)- und Integrin-bindenden Protein wechselwirkt. Diese Studien lassen einen neuen 
Signaltransduktionsmechanismus für die Stabilisierung der lang anhaltenden Veränderung in der 
synaptischen Übertragungsstärke vermuten [Kauselmann et al., 1999]. 
 
IV.11.4 Regulation der PIM-1 durch dessen Abbau mittels Proteasom 
Eine weitere Möglichkeit, Kinasen bzw. Enzyme zu regulieren, stellt der bekannte 
Regulationsmechanismus über das Proteasom dar. Es hat sich herausgestellt, dass das 26S 
Proteasom essentiell für das Leben der Zelle ist und die Aufgabe hat, eine Vielzahl von Proteinen 
auf bestimmte Signale hin abzubauen. Dieser dann eintretende Proteinabbau ist für die Zelle 
lebensnotwendig. So werden auf bestimmte Signale hin (die Erkennung abzubauender Proteine 
erfolgt in den allermeisten Fällen durch eine Modifikation der Proteine durch Polyubiquitinierung) 
metabolische Enzyme, Transkriptionsfaktoren oder auch den Zellzyklus regulierende Proteine wie 
Zykline, CDK-Inhibitoren oder Zellzyklusregulatoren abgebaut.  
 
Losman et al. konnten mit LLnL durch Inhibition proteasomaler Funktionen eine Stabilisierung des 
PIM-3 Proteins in 293T-Zellen herbeiführen. Auch Petersen und Magnuson vermuten, dass der 
Abbau von PIM-1 über den Ubiquitin-Proteasom Signalweg vonstatten geht: nach Behandlung von 
Zellen mit dem Proteasom-Inhibitor MG-132 zeigten diese eine Erhöhung an Ubiquitin-getaggten 
PIM-1 Proteinen (unpublizierte Ergebnisse). Die Rekrutierung von Signalmolekülen in das 
Proteasom scheint mit dem Protein SOCS-1 in Zusammenhang zu stehen. Interessanterweise konnte 
SOCS-1 als ein PIM-1 Target identifiziert werden, welches durch Phosphorylierung stabilisiert 
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wird. Dies lässt vermuten, dass durch PIM-1 phosphoryliertes SOCS-1 eine Signalsequenz an die 
Ubiquitin-Ligase weitergeleitet wird und somit zu einem kontrollierten Proteasomabbau der PIM-1 
Proteine führt. 
 
Diese Funktionen machen das Proteasom zu einem zentralen Schalter innerhalb der Zelle. Als 
dieser und insbesondere auch wegen seiner Funktionen im Zellzyklus wird das Proteasom als ein 
mögliches Zielmolekül für die Therapie verschiedener Krankheiten, u.a. des Krebses, angesehen. 
 
IV.12 Therapie 
IV.12.1 LTP 
Möglicher Heilungsansatz in Verbindung mit der PIM-1 betreff der Schmerztherapie ist die 
Reizüberflutung an der Nervenendigungen zu stoppen oder zu erniedrigen und die long term 
potentiation zu beenden.  
 
IV.12.2 Zytosolisch / Ca2+ / Calmodulin 
Eine weiterere mögliche Behandlung besteht in der Verminderung des ständig hohen Ca2+-Gehaltes 
an den Nervenendigungen, da das Ca2+ als Transmittersubstanz zwischen den Synapsen aktiv ist, 
siehe Einleitung, I.2.2. Wie dem humanen Stammbaum der Enzyme, siehe Abbildung 48, zu 
entnehmen ist, gehört die Serin-/Threoninkinase PIM-1 der CAMK-Gruppe an. Nach Hudmon et al. 
(2002) ist bekannt, dass die Gruppe der CAMKII durch induzierte LTP aktiviert wird und durch die 
Ca2+-Konzentration kontrolliert wird. Die Enzyme der Gruppe CAMKII setzen sich aus 4 
Untereinheiten zusammen, der α-, β-, γ- und δ-Untereinheiten. Hierbei entspricht die δ-Untereinheit 
dem Calmodulin.  
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Abbildung 48: Stammbaum der Enzyme aus dem humanen Organismus.  
PIM-1 gehört der Gruppe der CAMK an. 
 
Verschiedene Drüsen- und Gewebshormone verursachen auch einen Transport von Calcium-Ionen 
in die Zellen. Dadurch steigt in diesen die Ca2+-Konzentration. Die Ca2+-Ionen werden in den 
Zellen an ein Rezeptorprotein, das Calmodulin gebunden. Dadurch wird dieses aktiv und verursacht 
seinerseits die Aktivierung bzw. Inaktivierung bestimmter Enzyme. Calmodulin ist in allen darauf 
untersuchten Eukaryotenzellen nachgewiesen worden [Linder, 1983]. 
 
 
IV.12.3 Expression / Translation 
Ein möglicher Mechanismus, die konstitutiv aktive Kinase in Zellen zu regulieren, ist die 
enzymatische Aktivität auf der Ebene der Proteintranskription, -translation oder Proteindegradation 
zu regulieren. Übereinstimmend mit dieser Hypothese ist die Beobachtung, dass die PIM-1-
Transkription durch JAK-STAT- und CD40-NF-κB-Weg reguliert wird. Bewirkt durch CD40-
Aktivierung, verhält sich die Zunahme der PIM-1-Kinaseaktivität ähnlich der Zunahme der PIM-1-
Proteinmenge. Eine ähnliche Korrelation wurde zwischen der Proteinmenge und überall 
vorhandenen Kinaseaktivität von PIM-2 berichtet. 
 
IV.12.4 Biochemisch 
Die PIM-1 ist in einer hohen Menge nach anhaltender long term potentiation vorhanden und wirkt 
so mit in den Schmerzzyklus. Ein entsprechender Inhibitor für die PIM-1 zu kreieren, wäre die erste 
Möglichkeit in diesen Schmerzzyklus einzugreifen.  
Enzym Gruppe 
AMP-Kinase CAMK 
c-TAK CAMK 
LCK TK 
LYN A TK 
MAPK1 CMGC 
MAPKAP2 CAMK 
MAPKAP3 CAMK 
P38alpha CMGC 
P38beta CMGC 
P38gamma CMGC 
P38delta CMGC 
PDK1 AGC 
PIM-1 CAMK 
PKA AGC 
PKCbeta AGC 
PRAK CAMK 
CDK1/cyclinB CMGC 
CDK2/cyclinA CMGC 
CDK2/cyclinE CMGC 
CDK5/p35 CMGC 
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IV.13 Pim-1: 
1PhK: 
 
Abbildung 49: Tertiärstruktur der Phosphorylasekinase 
Tertiärstruktur der Phosphorylasekinase (1PhK), dreidimensional dargestellt mittels dem Softwareprogramm Pymol 
 
IV.13.1 N-terminale Domäne 
Die N-terminale Domäne der PIM-1 (AS35 - 122) umfaßt 7 Faltblätter und 2 α-Helices. Die ersten 
5 Faltblätter sind mit denen anderer Kinasen gemein, vergleiche 1PhK, IV.13 PIM-1. 
 
IV.13.2 C-terminale Domäne 
Die größere Domäne, die C-terminale Domäne (Reste ab AS129) umfasst 4 Helix-Bündel (α-
Helices D, E, F und H) und ist flankiert von 2 zusätzlichen Helices (G und I) und den kurzen 
antiparallelen ß-Faltblättern, ß7 mit ß8 und ß6 mit ß9), die zwischen den Helicen E und F auftreten.  
 
IV.13.3 hinge-Region 
Die N-terminale und C-terminale Domänen sind durch eine hinge-Region verbunden 
(Aminosäurereste 122 - 128). Die hinge-Region der Kinasen beinhaltet die ERPXPX 
Konsensussequenz. Die hinge-Region umfasst folgende Aminosäuresequenz: Glu121-Arg122-
Pro123-Glu124-Pro125-Val126-Gln127-Asp128. Das ATP-Adenin bildet gewöhnlich 2 
Wasserstoffbindungen mit der hinge-Region der Kinase. 
 
 
ß1
ß2 αC
αG
αH
αF
αD
αE
hinge-
Region
Activation
Segment
katalytische 
Schleife
N-terminale 
Domäne
C-terminale 
Domäne
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Abbildung 50: Sequenzalignment 1PhK und PIM-1 
Überlagerung der Phosphorylasekinase auf die PIM-1 (pdb-Eintrag 1XWS) aus zwei verschiedenen Perspektiven. Die PIM-1 weist N-terminal zwei 
zusätzliche ß-Faltblätter auf. 
 
IV.13.4 Glycinreiche Schleife 
Die Subdomäne I, am N-Terminus der Kinasedomäne, enthält das Konsensussequenzmotiv Gly-x-
Gly-x-x-Gly-x-Val , bei der PIM-1 handelt es sich um die genaue Aminosäureabfolge Gly45-Ser46-
Gly47-Gly48-Phe49-Gly50-Ser51-Val52, beginnend mit Gly45 (Gly50 in PKA-Cα). Die 
glycinreiche Schleife ist zwischen den Strängen ß1 und ß2 lokalisiert und wichtig für die 
Lokalisierung der Phosphate von ATP. Die glycinreiche Schleife ist eine der hochkonserviertesten 
Sequenzmotive in Proteinkinasen. Die konformationelle Veränderung im ß1-Strang ist nicht auf die 
direkte Wechselwirkung mit AMP-PNP zurückzuführen, sondern vielmehr auf die deutliche 
konformationelle Veränderung in der glycinreichen Schleife. Die Konformation der glycinreichen 
Schleife (Reste 45-52) in dieser Struktur unterscheidet sich von der PKA-Struktur und ähnelt am 
meisten der der unligierten PIM-1. Die glycinreiche Schleife der PIM-1 bewegt sich in Richtung der 
C-terminalen Domäne und Phe49 nimmt ein Rotamer ein, in welchem die Seitenkette in Richtung 
der hinge-Region zeigt, wodurch der Raum gefüllt wird, der gewöhnlich durch die ATP-Phosphate 
besetzt wird. In der PIM-1-AMP-PNP-Komplexstruktur ersetzen die Phosphate des Liganden AMP-
PNP das Phe49, sodass die glycinreiche Schleife eine offenere Konformation einnimmt, vergleiche 
auch Abbildungen 54A und B sowie 55A und B. 
 
IV.13.5 Activation Segment 
In der Regel werden Proteinkinasen durch Phosphorylierung am DFG-Motiv aktiviert und setzen 
dadurch eine Phosphorylierungskaskade in Kraft. Dies ermöglicht eine kontrollierte Regulation von 
intermolekularen und Zell-Zellwechselwirkungen. Nach Palaty et al. (1997) ist die PIM-1 
konstitutiv aktiv und phosphoryliert sich selbst. In diesem Fall handelt es sich bei den drei 
Isoformen um Transphosphorylierungen durch die PIM-1 selbst. Zwar wurden Phosphorylierungen 
ß1
ß2
ß3
αC
αC
αD
αE
αF αG
ß4
ß5
ß9
ß6
ß8
ß7
αD
αE
αF
αG
ß1
ß2
2 zusätzliche ß-Faltblätter, 
verglichen zu 1PhK
N-terminale 
Domäne
C-terminale 
Domäne
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in Bakterien beschrieben, wobei die hier beobachtete Phosphorylierung durch die Bakterien eher 
unwahrscheinlich ist [Shi et al., 1998; Kennelly et al., 1996; Freestone et al., 1998].  
 
Nach Qian et al. (2004) ist die PIM-1 unabhängig von ihrem Phosphorylierungszustand konstitutiv 
aktiv.  
 
Andere Kinasen sind konstitutiv aktiv, d.h. die Phosphorylierung ist nicht notwendig für ihre 
Kinaseaktivität. Diese Kinasen, eingeschlossen CK2, Phosphorylasekinase (PhK), und Check Point 
Kinase-1 (CHK-1), bilden eine einzigartige Konformation, in welcher die sauren Aminosäurereste 
des Activation Segments eine Ionenbindung mit einem konservierten Argininrest in der 
katalytischen Schleife bilden. Beide Schleifen sind gut geordnet und blockieren nicht die ATP 
Bindungstasche, wohingegen die Konformation der glycinreiche Schleife variiert. 
 
Die katalytische Aktivität von Kinasen wird vornehmlich durch eine posttranslationale 
Phosphorylierung reguliert und kann ferner durch die Bindung endogener und exogener 
regulatorischer Einheiten weiter reguliert werden. Angenommen es handelt sich bei der PIM-1 um 
eine konstitutiv aktive Kinase, wie könnte die PIM-1-Kinase reguliert werden? Ein möglicher 
Mechanismus ist, dass die überall existente Enzymaktivität durch den Grad der Proteintranskription, 
Translation oder Proteindegration reguliert wird. Die aktive Konformation der PIM-1-Kinase wird 
vermutlich durch die Ionenbindung und durch Wasserstoffbrücken zwischen Arg166 und Asp200 
erzeugt. Diese intramolekularen Bindungen in der PIM-1 könnten der Phosphorylierung in anderen 
Kinasen funktionell äquivalent sein [Qian et al., 2004].  
 
Der konservierte Arg166  Rest in der katalytische Schleife der PIM-1 bildet eine Ionenbindung mit 
dem Asp200 des Activation Segments. Die PIM-1 Kristallstrukturen [Abb. 2a und b, Qian et al., 
2004] zeigen, dass die gleiche Guanidino-Amino-Gruppe dieses Aminosäurenrestes eine doppelte 
Wechselwirkung mit dem Asp200 eingeht, indem es eine Ionenbindung mit der Karboxylgruppe an 
der Seitenkette des Asp200 mit einem Abstand von 2.5 Å und eine Wasserstoffbrücke mit dem 
Karbonylsauerstoff des Asp200 der Hauptkette eingeht. Diese Ionenbindung und die 
Wasserstoffbrücken der PIM-1 könnten der Phosphorylierung in anderen Kinasen funktionell 
äquivalent sein. Zwei zusätzliche Wasserstoffbrücken innerhalb des Activation Segments zwischen 
den Aminosäurenresten Leu192-Tyr194 und Lys194-Val197 sollten weiter seine aktive 
Konformation unterstützen [Abb. 2a, Qian et al., 2004]. 
 
Das hier ist der Grund für die Aktivität: 
In CDK ist die analoge Aminosäure zum Asp200 das T197, welches vorab phosphoryliert werden 
muss. Die Phosphorylierung ist der grösste Regulationsmechanismus (Ein- / Aus-schalter). 
Interaktionen mit anderen Partnern lokalisieren die Aktivität in der Zelle oder verändern sie in 
geringem Ausmass. Das Gute bei der Aktivitätsregulation über die Phosphorylierung ist, dass man 
mittels Phosphatasen diese Aktivität wieder ausschalten kann. Wenn PIM-1 aber konstitutiv 
aktiviert ist, weil der negative, zur Aktivierung der Kinase notwendige Phosphatrest, durch einen 
permanent vorhandenen sauren Aspartatrest ersetzt wird, kann PIM-1 nicht mittels Phosphatasen 
reguliert werden, da es immer eingeschaltet ist. Daher wird die PIM-1 über einen anderen 
Mechanismus reguliert, nämlich über einen proteasomalen Abbau über das Lysozym. 
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IV.13.6 Katalytische Schleife 
Die katalytische Schleife umfaßt die Reste 165 bis 172 der PIM-1 (Reste 145 bis 154  der PhK). 
Diese hochkonservierten Aminosäurereste liegen auf dem Strang ß6. Sie beinhaltet das konservierte 
Aspartat Asp167 bei PIM-1, das vorraussichtlich den katalytische Rest darstellt. Das Asn172 der 
PIM-1 ist für die ATP-Bindung verantwortlich. Diese Aminosäurereste sind in der 
Konsensussequenz His-Arg-Asp-Leu-Lys-x-x-Asn (HRDLKxxN) lokalisiert. Bei PIM-1 handelt es 
sich um die Sequenz His165-Arg166-Asp167-Leu168-Lys169-Asp170-x-Asn172. Die Schleife 
wurde katalytische Schleife genannt, weil Asp166 innerhalb dieser Schleife lokalisiert ist [Qian et 
al., 2004; Bremer et al., 2004]. 
 
IV.13.7 ATP-Bindungsstelle 
Die ATP-Bindungsstelle liegt an der Innenfläche zwischen der N- und C-terminalen Domäne. Das 
ATP bildet 2 Wasserstoffbrücken zur hinge-Region (Glu121, Asp128) der Kinase unter 
Verwendung seines Adeninteils. Sein Phosphatteil wechselwirkt mit zwei Lysinresten (Lys67 / 
Lys169) und den 2 gebundenen Magnesiumionen. Asp167 katalysiert den Phosphattransfer und 
Lys67, Glu89, Lys169, Asn172, Asp186 sind in die ATP-Bindung involviert. Die 2 
Ribosehydroxylgruppen bilden auch Wasserstoffbrücken in cAMP-abhängigen Proteinkinasen 
(cAPK) [Qian et al., 2004]. Diese Wechselwirkungen wurden aber nicht in allen Kinasen 
beobachtet. Um den Transfer des ATP-γ-Phosphats an das Substrat zu katalysieren, nehmen die 
Kinasen eine aktive Konformation ein, in welcher die ATP-Tasche offen ist und die hoch 
konservierten Reste, beide an das ATP binden und das γ-Phosphat des ATP übertragen [Qian et al., 
2004]. Drei Aminosäurereste der PKA-Cα, Glu121, Val123 und Glu127 binden ATP durch Bilden 
von Wasserstoffbrücken entweder mit dem Adenin oder dem Ribosering [Hanks et al., 1995]. 
 
Abbildung 51: Lokalisierung des Inhibitors im katalytischen Zentrum 
 
An der Lokalisierung des Inhibitors an die katalytische Schleife sind die zwei Aminosäuren Glu121, 
Asp128 der hinge-Region beteiligt. Die Positionen von Staurosporin und Adenosin, gebunden im 
katalytischen Zentrum der PIM-1, sind in anderen Proteinkinasen ähnlich gebunden. Sie liegen 
sandwichartig zwischen den hydrophoben Resten der glycinreichen Schleife, der C-terminalen 
Domäne und der hinge-Region. In jedem Fall wurden Wasserstoffbrücken zwischen dem Ligand 
und der hinge-Region beobachtet (Glu121, Asp128). Beim PIM-1-Adenosin-Komplex wurde eine 
Wasserstoffbrücke zwischen Glu121 Hauptkettenkarbonyl und der N6 Aminogruppe gefunden. Das 
Asp128
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Asp186
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Lys67
Leu44
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Glu89
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Pyrrolidinone-Nitrogen des Staurosporin bildet eine ähnliche Wasserstoffbrücke [Jacobs et al., 
2005]. Die PIM-1-Ligandstrukturen wurden mit PKA aligned und verglichen. Relativ zum PKA-
Adenosin-Komplex rotiert das Adenosin in PIM-1 um 20° hin zur hinge-Region. Die Purinringe des 
Adenosin in den PIM-1 und PKA-Strukturen stimmen ungefähr überein. Staurosporin in PIM-1 
rotiert sich hin zur hinge-Region um 10° und bildet auch eine Wasserstoffbrücke mit Asp128. 
Lys67 ist entscheidend für die PIM-1-Aktivität, sie fixiert ein Sauerstoffatom des α-Phosphats. 
Asp186 des konservierten DFG-Motivs bildet nicht nur eine Wasserstoffbrücke zu Lys67, sondern 
koordiniert auch ein Magnesiumion, das wiederum den Sauerstoff des ß-Phosphats koordiniert. 
Asn172 koordiniert zusammen mit Asp186 das zweite Magnesiumion, welches wiederum das 
Sauerstoffatom des α- als auch des γ-Phosphats koordiniert. Der Riboseteil bildet nicht nur eine 
Wasserstoffbrücke zur Kinase PIM-1 im Gegensatz zu cAPK [Qian et al., 2004 
(1xqz/1xr1/Böhringer)]. 
 
IV.13.8 Peptidsubstratbindung/C-Terminus 
IV.13.8.1 Substraterkennung 
Viele Proteinkinasen werden durch die Phosphorylierung der Reste in Subdomäne VIII aktiviert 
[Hanks et al., 1995]. PIM-1 ist jedoch konstitutiv aktiv und seine Aktivität wird nicht durch seine 
Phosphorylierung kontrolliert [Qian et al., 2004]. 
 
Das Peptidsubstrat ist meist an der C-terminalen Domäne lokalisiert [Hanks et al., 1995]. 
Verantwortlich für die Lokalisierung des Peptidsubstrates ist die Beweglichkeit zwischen den N-
terminalen und C-terminalen Domänen zueinander. Für die Aktivität der Kinase sind außerdem 
Bewegungen / Rotationen in der C-Helix sowie Veränderungen im Activation Segment 
verantwortlich. 
 
IV.14 Alignment 
Auf Grund der Tatsache, dass die PIM-1-Kinase eine hohe Sequenzidentität/-ähnlichkeit zu anderen 
Kinasen wie PhK, cAMP zeigt, kann ein Homologiemodell für die Identifizierung chemischer 
Strukturen verwendet werden. Darunter versteht man, das Anwenden des Molekularen Ersatz, 
AMoRe, um die Phaseninformation zurückzugewinnen. Alternative Möglichkeiten des 
Zurückgewinnens der Phaseninformation, bei nicht Vorliegen gelöster Strukturen hochhomologer 
Sequenzen, sind das Multiwave Anomalous Dispersion (MAD) und die Schweratomderivatisierung. 
Die einfachste Form stellt der Molekulare Ersatz dar.  
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IV.14.1 Alignment PIM-1/1PhK  
Abbildung 52: Sequenzalignment 1PhK und PIM-1 
Überlagerung der 1PhK  (aquamarine dargestellt) auf die PIM-1 (pdb-Eintrag 1XWS, grün dargestellt). Die PIM-1 weist N-terminal zwei zusätzliche 
ß-Faltblätter auf. 
 
Es wurde schon gezeigt, dass einige Kinasen durch konformationelle Veränderungen im Activation 
Segment an- und ausgeschaltet werden können. Die strukturelle Natur dieser konformationellen 
Veränderungen wurde in diesen Kinasen gut untersucht. Die Phosphorylierung einer dieser drei 
Reste im Activation Segment führt zu Ionenbindungen, die an basischen Resten sowohl in der 
katalytischen Schleife als auch in der N-terminalen Domäne gebildet werden, dadurch resultiert 
eine aktive Kinase. Andere Kinasen sind konstitutiv aktiv, sodass eine Phosphorylierung für ihre 
Kinaseaktivität nicht notwendig ist. Diese Kinasen, eingeschloßen Phosphorylasekinase (PhK) und 
Check Point Kinase-1 (CHK-1), nehmen eine einzigartige Konformation ein, in welcher saure Reste 
des Activation Segments eine Ionenbindung mit einem konservierten Argininrest der katalytischen 
Schleife bildet. Beide Schleifen sind gut geordnet und blockieren nicht die ATP-Bindungstasche, 
während die glycinreiche Schleife in ihrer Konformation variiert [Qian et al., 2004]. 
 
Überlagerungen der PIM-1 mit 1PhK ergeben eine RMS Deviations von 0,57 Angström. In PIM-1, 
Rest Lys67 auf dem ß3-Strang bildet eine IonenbindungSalzbrücke mit Glu89 in der Helix αC, 
äquivalent zur Ionenbindung zwischen Lys48-Glu73 in der Phosphorylasekinase. Eine Salzbrücke 
in dieser Lokalisation ist entscheidend für die Kinaseaktivität. Die Aminosäuren Lys67, Asp186, 
Asn172 und Lys169, die an der Phosphatbindung beteiligt sind, nehmen alle die gleiche relative 
Konformation wie in der Phosphorylasekinase ein. Der katalytische Rest Asp167 der PIM-1 ist in 
der Konformation derjenigen der Asp149 in PhK fast identisch. Diese vergleichenden Ergebnisse 
unterstützen zusätzlich die Hypothese, dass PIM-1 eine konstitutiv aktive Kinase ist [Qian et al., 
2004]. 
 
IV.14.2 Alignment 1YHS/1YI4/1YI3  
Im Alignment 1YHS (ID-Nummer der pdb-Datenbank für PIM-1 in Komplex mit Staurosporin) 
/1YI4 (ID-Nummer der pdb-Datenbank für PIM-1 in Komplex mit Adenosin) /1YI3 (ID-Nummer 
der pdb-Datenbank für PIM-1 in Komplex mit Ly294002) ist zu erkennen, dass C-terminal an den 
α-Helices G und F (Begründung auf Grund anderer Inhibitoren) und N-terminal an der 
2 zusätzliche ß-Sheets,
N-terminal, der PIM-1
gegenüber 1PhK
zusätzliche α-Helix, N-
terminal, der PIM-1
gegenüber der 1PhK
Zusätzliche α-Helix,
C-terminal, der PIM-1
gegenüber 1PhK
ß1
ß2
αGαF
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glycinreichen Schleife Veränderungen in der Konformation auftreten, die jedoch in geringen 
Abweichungen auftreten. Der Inhibitor Ly294002 (rote Struktur) verursacht die deutlichste Öffnung 
der glycinreichen Schleife, geschloßener verhält sich die PIM-1-Struktur gebunden mit 
Staurosporine (blau), und am geschloßensten ist die Komplexstruktur der PIM-1 mit Adenosin 
dargestellt (grün). 
 
Abbildung 53: 
A: 1YHS (Staurosporin / blau) /1YI4 (Adenosin / grün) /1YI3 (Ly294002 / rot) 
B: 1CDK (rot mit ANP), 1CTP  (blau ohne ANP, myristic acid), 1CMK (grün ohne ANP, myristic acid, PO4)  
 
IV.14.3 Alignment 1CTP, 1CDK, 1CMK  
Ganz im Gegensatz zur Phosphorylasekinase und PIM-1 verhält sich die cAMP-abhängige 
Proteinkinase (ID-Nummer der pdb-Datenbank: 1CTP, 1CDK, 1CMK). Hier wird durch AMP-PNP 
eine deutliche Öffnung der glycinreichen Schleife zwecks Aktivierung / Zugänglichkeit zur 
katalytischen Schleife erzeugt. Dies unterstützt die Hypothese, dass die PIM-1 im Gegensatz zu den 
meisten anderen Kinasen konstitutiv aktiv ist.   
 
IV.14.4 Alignment 1XWS / 2BIK / 2BIL  
Bei 1XWS handelt es sich um den pdb-Datenbankeintrag des Komplexkristalls PIM-1 mit dem 
Inhibitor Bisindolyl Maleimide. Bei 2BIK um den pdb-Dateneintrag der PIM-1 als 
monophosphorylierter Kinase in Komplex mit dem Inhibitor Bisindolyl Maleimide. Bei 2BIL 
handelt es sich um den Kokristall mit dem Inhibitor Bisindolyl Maleimide und Konsensuspeptid 
ARKRRRHPS*GPPTA. Im Alignment 1XWS/2BIL/2BIK ist zu erkennen, dass C-terminal an den 
α-Helices G und F Veränderungen in der Konformation (Begründung auf Grund anderer 
Inhibitoren) vorzufinden sind, die jedoch geringfügig sind. Im Gegensatz zu den PIM-1-
Kokristallstrukturen 1YHS/1YI4/1YI3 konnten bei 1XWS/2BIL/2BIK kein abweichendes 
Verhalten der glycinreichen Schleife in Abhängigkeit von den Inhibitoren festgestellt werden. 
 
 
A B
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Abbildung 54 
A: 1XWS Kokristall mit Inhibitor Bisindolyl Maleimide,  2BIK Kokristall mit Inhibitor Bisindolyl Maleimide und monophosphorylierter PIM-1-
Kinase, 2BIL Kokristall mit Inhibitor Bisindolyl Maleimide und Konsensuspeptid ARKRRRHPS*GPPTA 
B: 1XQZ (Komplex mit ATP / blau)/1XR1 (Komplex mit ANP / grün) 
 
IV.14.5 Alignment 1XQZ/1XR1 
Im Alignment 1XQZ/1XR1 ist zu erkennen, dass hier C-terminal an den α-Helices G und F keine 
Veränderungen (Begründung auf Grund anderer Inhibitoren) vorzufinden sind, jedoch sehr 
deutliche Unterschiede in der N-terminalen glycinreichen Schleife. 1XR1 wurde in grüner Farbe 
dargestellt. Es handelt sich bei dieser Kristallstruktur um einen Kokomplex mit dem Inhibitor AMP-
PNP. 1XQZ wurde hier blau dargestellt. Es handelt sich hierbei um die Kristallstruktur des 
Kokomplexes PIM-1 mit ATP. 
 
 
 
Glycinreiche 
Schleife
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Abbildung 55 
A: Alignment 1XWS (gelb, Adenosin), 1XR1 (rot, ANP) 
B: Alignment 1XWS (gelb, Adenosin), 1XR1 (rot, ANP), 1XQZ (blau, ATP) 
 
In diesen Abbildungen ist deutlich zu erkennen, dass durch das Binden vom Inhibitor AMP-PNP in 
PIM-1 die glycinreiche Schleife sich deutlich nach aussen dreht. Die Apo-PIM-1-Kristallstruktur 
und die Kokristallstrukturen der PIM-1 zeigen zwar konformationelle Veränderungen, sie sind 
jedoch nicht so deutlich gezeigt wie in Kinasen, die durch ihre Phosphorylierung aktiviert werden, 
siehe auch cAMP-abhängige Proteinkinasen 1CMK, 1CTP, 1CDK. Hier ist eine sehr viel 
deutlichere Öffnung der glycinreichen Schleife bei Zugabe von AMP-PNP zu erkennen.  
 
IV.15 RMSD 
Tabelle V: Alignment von Kinasen und Vergleich der rms mit dem Softwareprogram Lsqkab/ CCP4 
Alignment / Kinase RMS / xyz Alignment / glycinreiche Schleife / AS 40-65 RMS/xyz 
1XWS / 1PhK 2,9 1XWS / 1PhK 10,985 
1XWS / 1CDK 2,9 1XWS / 1CDK 10,985 
1XWS / 1CMK 2,9 1XWS / 1CMK 10,985 
1XWS / 1CTP 2,9 1XWS / 1CTP 10,870 
1XWS / 1XR1 1,9 1XWS / 1XR1 2,075 
1XWS / 1XQZ 0,9 1XWS / 1XQZ 0,489 
1XWS / 1YHS 1,3 1XWS / 1YHS 0,259 
1XWS / 1YI3 1,2 1XWS / 1YI3 0,453 
1XWS / 1YI4 1,0 1XWS / 1YI4 0,337 
1XWS / 2BIK 0,2 1XWS / 2BIK 0,077 
1XWS / 2BIL 0,3 1XWS / 2BIL 0,158 
2BIK / 2BIL 0,4 2BIK / 2BIL 0,149 
1CMK / 1CDK 1,2 1CDK / 1CMK 30,294 
1CDK / 1CTP 2,8 1CDK / 1CTP 30,3 
1CMK / 1CTP 2,1 1CDK / 1CMK 30,294 
  2BIK / 2BIL 0,149 
 
Inhibitor 
Die 2 Kinaseinhibitoren Staurosporin und Adenosin bilden in Kinasestrukturen eine 
Wasserstoffbrücke zur Aminogruppe der Hauptketten. Diese Inhibitoren wurden auch für die 
Kokristallisation mit PIM-1 gewählt. Jacobs et al. (2005) beobachteten eine ähnliche Bindung des 
A B
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Inhibitors an der PIM-1 wie an der aktiven Stelle des PI3K. Der PI3K-Inhibitor LY294002 hemmt 
auch die PIM-1. Jacobs et al. (2005) bestimmten diese zusätzliche Kokomplexstruktur, um die 
Mechanismen zu verstehen, durch welche das LY294002 die Proteinkinasen hemmt. Auf Grund der 
Inhibitorbindung in Kinasen finden konformationelle Veränderungen statt, sodass sich die 
Konformationen der Komplexstrukturen je nach Ligand unterscheiden. Diese Unterschiede können 
mittels „rmsd“ gemessen werden. Die „rmsd“-Werte könnten für das gesamte Protein oder für 
einzelne strukturelle Einheiten dargestellt werden. 
 
C-alpha-Atome 
Beim Alignment der sekundären Strukturelemente wurde eine „rmsd“ von 1.3 Angström der C-
alpha-Atompositionen zwischen PIM-1 und PKA oder Phosphorylasekinase unter Verwendung von 
213 Resten der Phosphorylasekinase und 220 Reste der cAMP-abhängigen Kinase berechnet. Die 
hier beschriebenen sekundären Komplexe der PIM-1-Strukturen sind mit einer rmsd von 0,4 
Angström der unligierten PIM-1 sehr ähnlich (bei dieser „rmsd“-Berechnung wurden lediglich die 
Cα-Atome verwendet) [Qian et al., 2004]. Bei Überlagerung der Apo-PIM-1-Struktur auf die PIM-
1-Kostruktur liegt eine „rmsd“ von weniger als 1.5 Angström vor (bei ausschließlicher Verwendung 
der backbone-Atome) [Bremer et al., 2004]. 
 
Hinge-Region 
Obwohl nur eine sehr geringe Sequenzhomologie in der hinge-region zwischen der PIM-1 und der 
PI3K vorliegt sind die Hauptkettenkonformationen überaschend ähnlich (0.86 Angströms „rmsd“ 
über 13 C-α-Positionen). Die PI3K und PIM-1 hinge-Konformation unterscheiden sich 
hauptsächlich in Pro125. (Asp884 in PI3K).
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